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Untersuchungen iiber die Bindung der Biokolloide. 
V. Teil. 
Von 
St. J. von Przytecki und St. Kisiel. 
(Aus dem Institut fiir physiologische Chemie der Universitat Warschau.) 


(Eingegangen am 2. Februar 1932.) 





Die Tatsache, daB viele EiweiBkérper, wenn sie im Gelzustande 
anwesend sind, sich mit der Harnsaiure (U) binden!, lenkte unsere 
Aufmerksamkeit auf das Verhalten der Harnséure im tierischen und 
besonders im menschlichen Organismus. Wie allgemein bekannt ist, 
wird von vielen Autoren angenommen, da die Gewebe eine ,,Haftungs- 
fahigkeit‘‘ zu Harnséure haben. Die Nomenklatur, die nur eine Kon- 
statierung bedeutet, dient z. B. nach Gudzent? zur Bezeichnung einer 
U-Ausfaillung. DaB die sogenannten Tophi Na-U-Kristalle enthalten, 
ist eine unbestreitbare Tatsache. 

Im dritten Teile dieser Untersuchungen wurde aber nachgewiesen, 
daB auch eine Bindung zwischen U-Eiweibgel in den Systemen, wo 
keine Ausfallungsbedingungen vorhanden sind, stattfinden kann. 

In diesem Teile unserer Untersuchungen wollen wir neues Material 
fiir die Existenz einer Bindung bringen. Dazu muBte aber eine neue 
Methode, die die Summe der anwesenden U zu bestimmen erlaubte, 
ausgearbeitet werden. 

Die bis jetzt angewandten Methoden wurden ohne Vernichtung 
der anwesenden EiweiSkérper ausgefiihrt. Wir haben eine Technik 
angewandt, wo die KiweiBkérper ganz zerlegt wurden, ohne etwaigen 
Harnsaureabbau. 

Wir trachteten die Ergebnisse, die mit dieser Methodik erhalten 
wurden, mit den auf anderem Wege gewonnenen zu vergleichen und 
so aus den erhaltenen Resultaten den Zustand, in dem sich die U 


1 St. J. v. Przylecki, M.Z.Grynberg u. D. Szrajber, diese Zeitschr. 244, 
190, 1932. 
2 F. Gudzent, Gicht und Rheumatismus. Berlin, Springer, 1928. 
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in verschiedenen Geweben befindet, zu vergleichen. Die anwesende 
Harnsiure wurde in folgende Extraktionsfraktionen geteilt: durch 
1. kaltes Wasser, 2. warmes, 100°, Wasser, 3. Wasser, welches mittels 
Essigsdure auf py = 5 gebracht wurde, 4. mit Li,CO, alkalisiertem 
Wasser extrahierbare, weiter 5. nach Hydrolyse des Gewebes mit 
H,SO, erhaltene Fraktion. 


Methodik. 
Es wurden untersucht: Hiihnerfleisch und Leber, Menschenherz und 
Leber. Die Gewebe wurden wie gewohnlich durch eine Fleischmaschine 


zerhackt, dann in Portionen von 25g geteilt, die dann verschieden 
behandelt wurden. Ein Teil wurde mit 250cem H,O 30 Minuten stark 
geschiittelt, dann filtriert, im Filtrat die Eiwei®kérper nach Folin aus- 
gefallt und die U nach Folin-Denis, Folin-Wu oder Benedict (Ausfallungs- 
methode mit Ag-Lactat) bestimmt. Der zweite Teil wurde wahrend 
derselben Zeit mit derselben H,O-Menge, die aber auf 100° gebracht 
wurde, geschiittelt, dann wurde die U mit den eben beschriebenen Methoden 
bestimmt. Der dritte Teil wurde mit 250 oder 500ccm Essigséure 
(px = 5,0) durch 15 oder 30 Minuten erhitzt, der vierte mit 250 oder 500 ccm 
1/,-gesattigter Li,CO, durch 30 Minuten gekocht. Der fiinfte Teil wurde 
in der weiter beschriebenen Weise untersucht. 


Ergebnisse. 


1. Beschreibung der Methode zur Bestimmung der Summe freier, gebundener 
und ausgefallener Harnsdure. 

Zu 25 g Gewebe wurden 250 oder 500 ccm 5°, ig. H,SO, zugesetzt, 
dann 4 Stunden am RiickfluBkihler hydrolysiert, nachher abgekihlt 
und auf 500 ccm gebracht. Nach dieser Zeit war die gesamte Eiweib- 
menge zersetzt. In einigen Fallen wurden noch mit Folinscher 
Methode oder mit Essigsaéure die Reste der EiweiBkérper entfernt 
(Hiihner- und Menschenleber). | Die Anwendung der Kriigerschen 
Hydrolyse gibt sehr gute Werte. Sie vermindert in keinem Falle die 
Menge der U. Dies wurde durch vier Experimente nachgewiesen (‘Ta- 
belle 1). Die Differenzen zwischen der U-Menge, der Kontrolle 
ohne Hydrolyse und den durch 4 Stunden hydrolysierten Portionen 
liegen in den Fehlergrenzen der angewandten Methodik (Autenrieth- 
Kolorimeter). Die Mengen der U, die in den Geweben gefunden waren, 
liegen weit unterhalb der U-Lésungsgrenzen. Bei einer Verdiinnung 


Tabelle I. 


Gefundene U in Milligrammprozenten. 
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Bindung der Biokolloide. V. 


wo 12,5 mg U aus Gewebe (25 g) mit 250 bis 500 com H,O geschiittelt 
waren, bekommt man bei der Vogelleber eine 2,5- bis 5,0 mg-°,ige 
U-Lésung, bei der Menschenleber eine < 1 mg-°,ige Lésung. 

Auch die anwesenden Purinkérper, sowohl gebundene, wie Nuclein, 
Nucleoside, als auch solche in freier Form — Guanin, Xanthin — 
vermehren die Menge der Harnsaure nicht (Tabelle 11). 


Die oben beschriebene Methode, die ohne teure Reagenzien 
und ohne jede Gefahr des Verbleibens der U auf den EiweiBkérpern 
oder der Ausscheidung der U als Kristalle arbeitet, erlaubt die ganze 
anwesende U zu bestimmen. Die Bestimmung der U muB nach der 
EnteiweiBung mit einer indirekten Methode, wo die U-Ausfallung der 
Bestimmung vorausgeht, ausgefiihrt werden. 

Es wurden besondere Versuche ausgefiihrt, um uns zu tiberzeugen, 
welche U-Mengen in dem hydrolysierten weifen Hiihnerfleisch nach 
den verschiedenen Methoden: Folin, Denis, Ronchése, Folin-Wu und 
Benedict, mit vorheriger Ausfallung gefunden werden. 


Tabelle Il. 


Gefundene U-Mengen in Milligrammprozenten in Systemen, die 4 Stunden 
mit H,SO, hydrolysiert waren. 





3,0 mg-° 9 U + Og Xanthin 


‘ 7.0 J ; 
3,0 mg-°/o | + 2g Nucleinsiure 


2,79 2.80 
2.81 2,80 
2,79 2.79 


Nach Folin-Denis wurden 87,7 mg-°,, U gefunden. Mit der 
Ronchése-Methode U = (n. 0,0084) + 0,01 bekamen wir 46,7 mg-°%. 
Mit Benedict nach Folin-Wu-Ausfaillung 2 mg-%%, ohne Ausfallung 
4 mg-%. 

Die Folin-Denis-Methode gibt zu groBe Werte, da dabei eine groBe 
Menge anderer Ko6rper, die eine positive Farbenreaktion geben, an- 
wesend sind. Dasselbe wurde, aber in viel kleinerem Grade bei der 
direkten Benedict-Meth de beobachtet. Die Ronchése-Bestimmung gibt 
zu groBe Werte, weil hier die Korrektur eine Berechnung von zu groBen 
U-Mengen verursacht. 

Um gute Vergleichsziffern zu bekommen, wurde die U entweder 
(bei den Muskeln) indirekt nach der Benedict-Methode oder (bei der 
Leber) nach Folin-Wu kolorimetrisch bestimme. 


2. Hiihnergewebe. 
a) Muskeln. Die in der Tabelle II] zusammengefaBten Resultate 
zeigen, daB man sowohl bei Wasserausziigen als auch nach der H,SQ,- 
Hydrolyse dieselben U-Mengen bekommt. 
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Tabelle II. 


U-Mengen in Milligrammprozenten, die nach Benedict (indirekte Methode) 
in den Hiihnermuskeln gefunden wurden. 





Nach Extraktion mit kaltem Mit H.SO, hydrolysiert 
y . 2° 4 J a * 


Vasser 
1,9 2.0 
2,1 2,1 


b) Leber. Ganz anders verhalt sich die Leber (Tabelle IV). Mit 
den vier Methoden, die ohne EiweiBhydrolyse ausgefiihrt wurden 
(kaltes Wasser, heiBes Wasser, Essigsiurelésungen und heiBe, 1/, 
gesattigte Losung von Li,CO,) bekamen wir eine U-Menge, die 25 mg-°,, 
entsprach. Nach der EiweiBhydrolyse verdoppelt sich diese Menge 
und steigt auf 49,5 mg-°, (Mittelwert aus fiinf Experimenten). 
Mit den Methoden, bei welchen die U ohne EnteiweiBung bestimmt 
wurde, betragt die bestimmbare U-Menge 50°, der ganzen U-Menge 
(Tabelle IV). 

Tabelle IV. 
U-Mengen in Milligrammprozenten, die nach Folin-Wu in Hiihnerlebern 
gefunden wurden. 





Mittelwerte aus 4 Experimenten 


Extraktion mit kaltem Wasser, 30 Min... . . . 25.0 mg-% 
n » heibem Wasser, 30 Min... . . . 25.0 , 
. FEssigsiure, py 5,0 30 Min... 25,0 , 
i » Lig COs, 30 Min. . ey 25.0 , 
Hydrolyse mit H,SO,. 4Std.. ........ 495, (45,0 — 58,1) 


3. Menschengewebe. 

a) Herzmuskel. Es wurden zwei Methoden angewandt. Die Be- 
stimmungen, die mittels einer Extraktion mit heiBem Wasser ausgefuhrt 
waren, gaben 0,9 mg-°%, U, diejenige mittels der Hydrolyse mit H,SO, 
1,32 mg-%,. Wir sehen, daB schon 68%, U leicht aus dem Gewebe 
extrahierbar sind (Tabelle V). 


Tabelle V. 


U-Mengen in Milligrammprozenten, die nach Benedict (indirekte Methode) 
im Menschenherzmuskel gefunden wurden. 





°/> der Summe 


Extraktion mit heiBem Wasser. . 0,9 68 
Hydrolyse mit H,SO,...... 1,32 


b) Die Menschenleber verhalt sich ganz anders als die Muskeln 
und die Hiihnerleber. Die Summe der U ist nach H,SO,-Hydrolyse 
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== 12,7 mg-%, bei der heiBen Extraktion mit Essigséure (py = 5) 
8,08 mg-°,, = 63,6°%, der totalen U-Menge, bei der heiBen Extraktion 
mit H,O 6,15 mg-°, = 48,2°, und bei der gew6éhnlichen Extraktion 
mit kaltem Wasser 1,4 mg-°,, = nur 12,6%, (Tabelle V1). 


Tabelle VI. 


U-Mengen in Milligrammprozenten, die nach Folin-Wu in Menschenlebern 
gefunden wurden. 





Mittel- 0/5 de 
I I oaate Sinem 
Extraktion mit kaltem Wasser, 30 Min... . 1,4 — _- 
” » heibem Wasser, 30 Min... . 42 8,1 6,15 48,2 
: » Essigsiure, py — 5,0, 30 Min. 6,1 10,1 8.10 63,6 
Hydrolyse mit H,SQ,,4Std. ....... 1,11 14.4 12.75 100 


I. Diagnose: Atrophia fusca cardii. 
Il. Diagnose: Uraemia pyonephritis. Abe. ureter. 


4. Natur der gebundenen Harnsdure. 

Die Zunahme der U, die durch H,SO,-Hydrolyse hervorgerufen 
wird, kann zwei Ursachen haben. Erstens kann sie an die Struktur- 
bestandteile der Gewebe gebunden sein, zweitens aber kann sie in 
einer gebundenen Form schon in der Lésung enthalten sein, z. B. 
Riboseharnsiure. Um die zweite Moéglichkeit auszuschlieBben, wurden 
Experimente durchgefiihrt, bei welchen der heibe wasserige’ Auszug 
der Hiihnerleber 4 Stunden mit H,SO, hydrolysiert wurde. Die 
U-Menge, die vor und nach der H,SO,-Hydrolyse gefunden wurde, 
war dieselbe (25,0 mg-°,). 

Besprechung. 

Die erhaltenen Resultate zeigen klar, daB, was die in den zer- 
kleinerten Geweben anwesende Harnsdiure anbetritft, sie in ver- 
schiedenem Zustande sich befindet. Diesbeziiglich konstatierten wir, 
daB ein Teil leicht auswaschbar ist. Sowohl durch das Schiitteln mit 
kaltem Wasser wie durch das Auskochen mit durch Essigsiure an- 
gesiuertem Wasser kann man diesen Teil aus dem Gewebe extrahieren. 
In einigen Geweben bildet dieser Teil praktisch die gesamte U-Menge. 
In den anderen Geweben ist nur ein Teil der U in dieser Weise extra- 
hierbar. Eine groBe U-Menge bleibt bei Anwendung dieser Technik 
mit den festen Gewebsbestandteilen gebunden. Man muB erst die 
festen Bestandteile durch Hydrolyse zerlegen. Erst dann bekommt 
man die Summe der U. 

Einige Schliisse kénnen wir daraus ziehen. 

1. Wir kénnen schon jetzt behaupten, daf die Menge der U in 
dem Organismus nicht bekannt ist. Die Methoden waren dazu nicht 
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immer entsprechend gewahlt. Nur bei vollstandiger Gewebehydrolyse, 
die bei saurem py ausgefiihrt sein muB, bekommt man sichere U- 
Mengen!?. 

Die Anwendung anderer Methoden fiihrt zu niedrigen Zahlen und 
zu Tauschungen. 

Und so fanden Folin und Mitarbeiter*, daB ein groBer Teil de: 
eingefiihrten U schnell im Organismus der Hunde verschwand. Dies 
erklaren wir jetzt durch Anwendung einer Methodik, die nur einen 
Teil der U zu bestimmen erlaubt. Dasselbe kénnen wir von den 
Experimenten von Schittenhelm und Chrometzka®, die sie mit der iso- 
lierten Menschenleber ausfiihrten und wo sie eine U-Zersetzung fanden, 
sagen. Auch in diesem Falle erklart sich die gefundene U-Spaltung 
durch die unvollkommene Bestimmung der gebundenen U. 

2. Im Tier- sowie Menschenorganismus existiert eine bestimmte 
U-Menge, die gebunden ist. Dies ist aber keine Ausfallung durch 
physikalische Krafte (Kristallisation, Kolloidausfallung). Die Experi- 
mente, die mit der Extraktion mit Li,CO, ausgefiihrt waren, zeigen, 
daf diese Bindung keiner Kristallisation entspricht, da bei dem an- 
gewandten py und der Li-Konzentration eine Wiederauflésung statt- 
finden muBte. Das Verhalten der gebundenen U entspricht den Bin- 
dungen, die wir in dem dritten Teile beschrieben haben*. Da _ die 
kristalline Form in den Tophi schon bekannt ist, sehen wir, was dic 
endogene U betrifft, unsere Verteilung der U in drei Formkomponenten 
bestatigt >. 

3. Der dritte Punkt betrifft die Verteilung der gebundenen Form 
in den verschiedenen Teilen des Organismus. Wir konstatierten, dal 
die gebundene U nur in einigen Organen in nennenswerten Mengen an- 
wesend ist. Und so finden wir sie, was den Menschen anbetrifft, in seh: 
kleinen Mengen im Herzmuskel. Viel gréBere Quantitaten sind in 
der Leber vorhanden. Hier betragt die gebundene U +- 6 mg-% und 
etwa 50° der ganzen U-Menge. Noch viel frappanter sind die Unter- 
schiede im Vogelorganismus, wo die Muskeln frei von der gebundenen 
U sind, und wo die Leber 50°, in der gebundenen Form enthalt. 

Somit kénnen wir die Gewebe, was den zerkleinerten Zustand 
betrifft, in zwei Gruppen einteilen, in die harnsdurebindungsfahige und 
harnsdurebindungsunfahige. 


1 Ganz gute Resultate bekommt man auch nach der Gudzentschen 
Methodik mit Sulfosalicylséure (1. ec. S. 61). 
2 QO. Folin, W. Berglund u. Derrick, J. of biol. Chem. 60, 1924. 
3 4. Schittenhelm u. F. Chrometzka, Zeitschr. f. physiol. Chem. 162, 1927. 
* £6. 
In der Hiihnerleber kann die H,SO, auch die Ammoniumurate lésen 
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Selbstverstandlich ist diese Arbeit nur ein Anfang diesbeziiglicher 
Untersuchungen. Im nachsten Teil werden wir diejenigen Ergebnisse 
zusammenstellen, die die Bindungsfahigkeit anderer Gewebe betreffen. 

Es ist aber interessant zu konstatieren, daB die Bindung in den- 
jenigen Geweben am gréBten ist, wo viele Proteide, insbesondere 
Nucleine, Nucleoproteide, anwesend sind. Da auch bei unseren Experi- 
menten (dritter Teil) die einfachen Proteine nur eine geringe Bindung 
zeigten, ist es wahrscheinlich, daB eine so groBe Bindung, wie sie z. B. in 
der Leber nachgewiesen wurde, durch andere Zellbestandteile hervor- 
gerufen sein muB. Da die Fette, sowie die Lipoide!, mit U keine 
Bindung eingehen, sehen wir, daB die Nucleoproteide eine groBe Rolle 
spielen miissen. Auch dieses Problem wurde weiter verfolgt. 

4. Die Tatsache, daB die isolierte Leber® und das zerhackte Leber- 
gewebe eine groBe U-Bindungsfahigkeit aufweist, daB aber das 
Muskelgewebe keine Bindung mit der endogenen U noch mit der 
zugesetzten gibt, legt die Méglichkeit nahe, daB auch in den lebenden 
Organen eine verschiedene U-Bindungsfahigkeit vorhanden ist. Inter- 
essanterweise beobachteten wir bis jetzt, daB diejenigen Gewebe, die 
normal vie] U enthalten, U-bindungsfahig sind. Ob dies eine allgemeine 
Erscheinung ist, muB nachgewiesen werden. 


1 D. Grynberg, unpublizierte Arbeit. { 
2 St. v. Przylecki u. E. Mystkowski, diese Zeitschr. 236, 122, 1931. 











Uber die Wirkung verschiedener Kohlenhydratgaben auf den 
Blutzucker und Blutphosphor bei Muskelarbeit. 


Von 
Zacharias Dische und Helene Goldhammer. 
(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Wien.) 
(Eingegangen am 4. Januar 1932.) 


Mit 10 Abbildungen im Text. 


Die chemischen Vorgainge, die im Muskel wahrend der Arbeit 
vor sich gehen, bestehen nach unseren gegenwartigen Vorstellungen 
im wesentlichen in Auf- und Abbauvorgangen am Glykogen und ge- 
wissen Phosphorsaiureestern. Die zum Ersatz des bei der Arbeit ver- 
brauchten Glykogens benétigte Glucose wird von der Leber auf Kosten 
ihres Glykogenbestandes geliefert. Aus diesem Grunde hat schon vor 
langerer Zeit die Frage nach dem Verhalten des Blutzuckers wahrend 
der Arbeit lebhaftem Interesse begegnet und zu zahlreichen Unter- 
suchungen AnlaB gegeben. Es wurden dabei in erster Linie die Ver- 
haltnisse beim Menschen, sowohl bei gesundem wie bei an Diabetes er- 
kranktem, beriicksichtigt. Versuche an Tieren wurden in viel geringerem 
MaBe ausgefiihrt. Die Ergebnisse dieser Versuche waren sehr schwankend. 

Im allgemeinen haben die Autoren gefunden, da8 es bei kurzdauernder 
Arbeit zu einer Steigerung des Blutzuckers komme, worauf eine Senkung 
zum Ruhewert nachfolgt, wobei der letztere entweder am Ende der Arbeits- 
zeit oder erheblich spéter erreicht wird. Bei langdauernder Arbeit dagegen 
(1'/, Stunden) fanden die meisten Autoren, sowohl beim Menschen wie 
beim Hunde eine Senkung des Blutzuckers, die erst geraume Zeit nach 
Beendigung der Arbeit zur Norm zuriickkehrt. Literatur s. bei Christensen (1). 
In einer vor einigen Monaten erschienenen Untersuchung wies aber Christensen 
nach, daB die Befunde der friiheren Autoren bei kurzdauernder Arbeit 
falsch gedeutet worden seien. Denn diese unterbrachen immer bei ihren 
Versuchen die Arbeit fiir kurze Zeit zum Zwecke der Blutentnahme. 
Christensen wies aber nach, daB zumindest beim Menschen wahrend der 
Arbeit, die nicht langer als 30 Minuten dauert, in Wirklichkeit zunachst eine 
Abnahme des Blutzuckers erfolgt, die aber noch wahrend der Dauer der Arbeit 
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wieder zur Norm zuriickkehrt. Wird jedoch die Arbeit unterbrochen, so 
tritt schon nach ganz kurzer Zeit (in einigen Minuten) ein erhebliches 
Ansteigen des Blutzuckers tiber den Ruhewert hinaus. Christensens Meinung 
nach hatten die friiheren Autoren bei ihren kurzdauernden Arbeitsversuchen 
immer die Hyperglykamie nach der Arbeit, also in der Erholungszeit ge- 
funden und dabei angenommen, da dieselbe schon wahrend der Arbeit 
bestand. Bei langdauernden Versuchen dagegen fand Christensen, ebenso 
wie die Mehrzahl der friitheren Autoren, eine erhebliche Senkung des Blut- 
zuckers, die noch geraume Zeit nach Beendigung des Versuchs anhielt. 
Diese Blutzuckersenkung bei langdauernder, ersch6pfender Arbeit fiihren 
die meisten Autoren darauf zuriick, daB die Glykogenvorrate der Leber 
ersch6pft werden und die Leber den an sie seitens der Muskulatur gestellten 
Anspriichen nicht mehr geniigen kann. Dementsprechend fand Biirger (2) 
bei diatetisch vorbereiteten Diabetikern, bei denen er einen’ geringen 
Glykogenvorrat in der Leber annehmen zu diirfen glaubte, schon nach 
kurzdauernder Arbeit eine Blutzuckersenkung, wahrend im allgemeinen 
die von ihm untersuchten Diabetiker, besonders im untrainierten Zustande, 
mit einer kraftigen Steigerung des Blutzuckers reagierten. Gegen das 
Bestehen der letzteren sprechen allerdings die oben erwéhnten Unter- 
suchungen Christensens. 

Die Erfahrungen tiber das Verhalten des Respirationsquotienten bei 
der Muskeltatigkeit stiitzen diese Auffassung iiber das Zustandekommen 
der Blutzuckersenkung bei langdauernder Arbeit. A. Durig (3) fand im 
Jahre 1906, daB wahrend eines anstrengenden Marsches im Gebirge der 
Respirationsquotient standig fiel und das Einnehmen von Zuckerwasser 
dem Sinken des Respirationsquotienten entgegenwirkte. Auch die Versuche 
von Mc Leod (4) an Hunden, die durch ein kaltes Bad zum Zittern gebracht 
worden sind, kénnen, wenn hier nicht Uberventilation das Versuchsergebnis 
veranderte, herangezogen werden. Mc. Leod fand, daB in der ersten halben 
Stunde nach Beginn des Zitterns auf 1 Mol des gegeniiber dem Ruhe- 
zustand mehr aufgenommenen Sauerstoffs 1 Mol CO, mehr ausgeatmet 
wurde, woraus man schlieBen kann, da8 in dieser ersten halben Stunde der 
Arbeit der Energieaufwand durch Kohlenhydratverbrennung bestritten 
wird, wahrend in den folgenden 1'/, Stunden des Versuchs das Verhaltnis 
sich zugunsten des CO, verschob, was von Mc. Leod auf Neubildung von 
Kohlenhydrat aus Fett zuriickgefiihrt wird. Die Ansicht von Seidenschnur, 
Solian und Judina (5), sowie von Prikladowitzky und Apollonow (6), die 
die Hyperglykamie bei der Arbeit auf die gleichzeitige Verschiebung der 
H-Ionenkonzentration im Blute nach der sauren Seite und dadurch bewirkte 
Glykogenmobilisierung in der Leber zuriickfiihren, erscheint durch die 
Untersuchungen von Christensen widerlegt. 


Tritt nun infolge schwerer kérperlicher Arbeit eine Verarmung der 
Leber an Glykogen ein, die ihren Ausdruck im Sinken des Blutzuckers 
findet, und findet eine Neubildung desselben aus Fett oder EiweiB bzw. 
eine vermehrte Verbrennung der letzteren als Folge dieses Zustandes statt, 
dann wire es von besonderem Interesse, festzustellen, welchen Einflu8 
perorale Gaben verschiedener Zucker auf den Blutzuckerspiegel wahrend 
schwerer Kérperarbeit ausiiben. Wir wissen, daB die per os zugefiihrten 
Zucker (Glucose und Fructose) zu einem Teil innerhalb kurzer Zeit nach 
Resorption zu Glykogen aufgebaut werden, wahrend der gréBte Teil voll- 
standig verbrannt wird, was neuerdings besonders deutlich Cori (7) fand. 
Wenn das Sinken der Blutzuckerwerte auf Erschépfung an Glykogen- 
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reserve in der Leber zuriickzufiihren ist, so mu8 es mdoglich sein, durch 
Zufuhr von Zucker diese Senkung aufzuheben oder zu vermindern, und 
zwar unabhangig von der gleichzeitig auftretenden alimentairen Glykamie. 
Man findet in der Literatur Angaben, daB die Leber nicht alle Zuckerarten 
mit gleicher Leichtigkeit zur Neubildung von Glykogen verwenden kénne, 
daB vielmehr gewisse Zucker, z. B. Fructose, sich dazu besser eignen als 
andere. Wir wissen ferner, da®B die Steigerung des Blutzuckers nach per- 
oralen Zuckergaben je nach der Art des zugefiihrten Kohlenhydrats in bezug 
auf Héhe und Dauer des Anstiegs verschieden stark ausfallt. Bei Ver- 
fiitterung verschiedener Zucker wahrend der Arbeit muBte man also Unter- 
schiede beziiglich des Einflusses der Zuckergaben auf die Arbeitshypo- 
glykamie erwarten, und zwar in dem Sinne, daB jene Zucker, aus denen die 
Leber leichter Glykogen neu bildet, giinstiger wirken als Glucose. 


In der Literatur findet man nur vereinzelte Angaben iiber die Wirkung 
von Zuckergaben auf die Arbeitsfahigkeit. Aus dem vorigen Jahrhundert 
stammt die Mitteilung von Zuntz (8) iiber giinstige Wirkung der Saccharose 
bei der Arbeit. Im Jahre 1920 teilten Krogh und Lindhard (9) mit, daB 
Ernaéhrung mit Kohlenhydraten in bezug auf den Energieumsatz bei Muskel- 
arbeit giinstiger ist als Ernahrung mit Fett. D. A. Laird (10) hat giinstige 
Wirkungen von Zuckergaben, die 40 Minuten vor kurzdauernder, anstren- 
gender Arbeit verabreicht worden sind, auf das psychomotorische Ver- 
halten der Versuchspersonen gesehen. Was speziell den EinfluB von Zucker- 
gaben auf den Blutzuckerwert wahrend der Arbeit betrifft, so haben unseres 
Wissens nur Cassinis und Bracaloni (11) dariiber Untersuchungen an- 
gestellt. Sie verabreichten gesunden Personen 7 bis 20 Minuten vor Beginn 
eines Marsches iiber langere (bis 10 km) und kiirzere Strecken, | g pro Kilo- 
gramm Korpergewicht Glucose oder Saccharose und untersuchten das 
Verhalten der glykamischen Kurve. Sie haben mit Glucose dieselben 
Resultate erhalten wie mit Saccharose, und zwar Verringerung des Anstiegs 
der glykamischen Kurve und dann rascheres Absinken zum Ruhewert 
bzw. noch darunter. Nach Beendigung der Arbeit setzte dann ein neuer, 
in einigen Fallen starker und lang andauernder Anstieg der Blutzucker- 
werte ein. Die Autoren deuten das so, da8 der vom Darm resorbierte Zucker 
von den Muskeln sofort verbraucht wird. Es ist aus ihren Versuchen leider 
nicht zu entnehmen, ob die hohen Blutzuckerwerte nach der Arbeit zu 
einem Zeitpunkt gefunden worden sind, in dem bei Belastung ohne Arbeit 
die Riickkehr des Blutzuckerwertes zur Norm schon erfolgt ist. 

Seit den grundlegenden Untersuchungen Embdens (12) im Jahre 1914 
wissen wir, daB der arbeitende Muskel eine erhebliche Zunahme an an- 
organischer Phosphorséure aufweist, wahrend der sdurelésliche organische 
Phosphor eine Verminderung erfahrt; Embden und Jost haben gezeigt, daB 
im Moment der Kontraktion eine Hexosemonophosphorsaure (Lactacidogen) 
zerfallt und in der Erholungsphase wieder aufgebaut wird. Nach wieder- 
holten, bis zur Ermiidung fiihrenden Kontraktionen des isolierten Muskels 
fanden dagegen Eggleton und Eggleton (13) einen weitgehenden Zerfall der 
Kreatinphosphorsaéure, dagegen Synthese einer organischen Phosphorsaure- 
verbindung, die sie fiir einen Zuckerphosphorsaureester halten. Die wichtigen 
Befunde Lundgaards (14) iiber das Verhalten der anorganischen Phosphor- 
saure bei Kontraktionen des mit Monojodessigséure vergifteten Muskels 
stiitzen die Ansicht von Eggleton. Wahrend der Arbeit finden demnach 
im Muskel lebhafte Auf- und Abbauprozesse statt, an denen die Phosphor- 
saure beteiligt ist und die zum Teil wenigstens mit den gleichzeitigen Um- 
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setzungen der Kohlenhydrate im Zusammenhang stehen. Es war zu er- 
warten, daB sich diese Vorgange im Cehalt des Blutes an anorganischer 
und organischer Phosphorséure widerspiegeln, besonders, da durch die 
Arbeiten verschiedener Autoren nach peroralen und intravenésen Zucker- 
gaben ein Sinken des anorganischen Phosphors im Blute festgestellt wurde 
und nach den wichtigen Befunden von Barenscheen, Dolleschal und 
Popper (15) ein Zusammenhang zwischen der Assimilierbarkeit des Zuckers, 
wie sie sich in der Form der Kurve der alimentéren Hyperglykémie aus- 
driickt und dem Abfall des anorganischen Phosphors im Blute besteht. Schou 
vor vielen Jahren haben Embden und Grafe (16) festgestellt, da® Zufuhr 
von Phosphaten einen giinstigen EinfluB auf die Muskeltdtigkeit ausiibt. 
Alle diese Tatsachen haben schon vor langerer Zeit einige Autoren ver- 
anlaBt, das Verhalten des anorganischen Phosphors im Blute wahrend 
anstrengender Arbeit zu verfolgen. Howard und Reay (17) haben als erste 
diese Untersuchung ausgefiihrt. Sie fanden eine geringe Erhéhung nach 
kurzdauernder Arbeit. Dasselbe fand Riabuschinsky (18). Aus diesen 
kurzdauernden Versuchen Ja8t sich aber ebensowenig ein Schlu8B auf die 
Verhaltnisse bei langdauernden Versuchen ziehen, wie es beim Blutzucker 
der Fall ist. Andererseits ist es plausibel, anzunehmen, daB8 es bei kurz 
dauernden Versuchen kaum zu irgendwelchen tiefgehenden Anderungen 
des Stoffwechsels kommt. Es diirften vielmehr hierbei die Verainderungen 
des Blutzuckers und Phosphors im Blute auf rasch einsetzende regulatorische. 
nervése oder hormonale Vorgange zurtickzufiihren sein. Bei langdauernden 
Versuchen dagegen kommt es offenbar zu einer tiefgehenderen, Anderung 
der ganzen Stoffwechsellage. Aus diesem Grunde war anzunehmen, dali 
sich bei langdauernder Arbeit infolge Umstellen des Kohlenhydratstoft- 
wechsels auch wesentliche Anderungen im Bilde des Blutphosphors ergeben 
werden. Durch Studium der Veranderungen, die der Blutphosphor bei 
der Arbeit erleidet, und Beeinflussung dieser Veranderungen durch gleich- 
zeitige perorale Zuckergaben konnte man erwarten, nahere Aufschliisse iiber 
die Rolle des Phosphors bei verschiedenen Stoffwechselprozessen zu e1 
langen. 


A. Versuchsergebnisse. 

Als Versuchstiere benutzten wir Hunde, welche mit einer reichlichen 
gemischten Kost erndhrt wurden (Gasthausabfalle). Die Fiutterung 
fand @inmal taglich vormittags statt. Am Tage des Versuches, der immer 
nachmittags stattfand, erhielten die Tiere keine Nahrung. Die von 
den Hunde geleistete Arbeit bestand im Laufen in einer Tretbahn bis 
zur starken Erschépfung. Der Versuch dauerte 1°/, bis 2'/, Stunden. 
Einige Tiere leisteten schon in einem viel friiheren Zeitpunkt unter 
Anzeichen starker Ermiidung heftigen Widerstand gegen die Fortsetzung 
des Versuches. Solche Tiere schalteten wir aus. Jedes Tier hatte zwischen 
zwei Versuchen eine Ruhepause von 4 bis 5 Tagen. Wir legten Wert 
darauf, die Arbeit méglichst natiirlich zu gestalten. Denn Hartmann, 
Frank und Griffith (19) zeigten an Katzen, daB bei forcierter, er- 
zwungener Bewegung in der Tretbahn ganz exorbitante Blutzucker- 
steigerungen bis zu 400°, auftreten. Es ist klar, daB solche Versuche 
fiir die Beurteilung der bei normaler Arbeit auftretenden Veranderungen 
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wertlos sind. Bei unseren Versuchen liefen die Tiere nach einigen bei 
jedem Tier gemachten Vorversuchen, bei denen sie sich gegen das 
Laufen noch straubten, so daB der Versuch nach kurzer Zeit abgebrochen 
werden mubBte, freiwillig in der schraggestellten Tretbahn und muBten 
dazu nur von Zeit zu Zeit durch einige erzwungene Bewegungen und 
Zuspruch ermuntert werden. Die geleistete Arbeit wurde nicht gemessen. 
Christensen legt bei der Kritik seiner Vorginger groBen Wert auf diesen 
Punkt, wie es uns scheint, mit Unrecht. Die Anderungen im Stoffwechsel 
scheinen bei ein und derselben Arbeit in so hohem Grade von Training 
und individueller Disposition abzuhangen, daB ein- und dieselbe Arbeit 
sich bei verschiedenen Tieren ganz verschieden auswirkt, und auch 
bei ein und demselben Tiere zu verschiedenen Zeiten in ihren Wirkungen 
schwankt. Dazu kommt, da wir ja bei unseren Versuchen vor allem 
den EinfluB der Zuckergaben auf bei anstrengender Arbeit auftretende 
Veranderungen des Blutzuckers und des Blutphosphors studieren 
wollten und deshalb die Arbeit so lange verrichten lieBen, bis eine deut- 
liche Verinderung eingetreten war. Unsere Tiere wiesen am Schlub 
der Versuche Zeichen starker Erschépfung auf. Puls 130 bis 150, 
Dyspnoe, Apathie. 

Die Blutentnahme erfolgte aus der Ohrvene sotort nach Beendigung 
des Laufens. Sie nahm einige Minuten in Anspruch. Christensen macht 
darauf aufmerksam, daB die Werte, die man einige Minuten nach 
Beendigung der Arbeit im Blute findet, keine eigentlichen Arbeitswerte, 
sondern Restitutionswerte sind. Bei langdauernder Arbeit unter- 
schieden sich die letzteren sehr wenig von den Werten am Ende der 
Arbeit, wie es auch die betreffenden Versuche bei Christensen zeigen. 
Bei kurzdauernden Versuchen bestehen da freilich, wie schon oben 
ausgefiihrt wurde, betrichtliche Unterschiede. Da der Blutzucker bei 
unserer Versuchsanordnung sich,so verhalt, wie bei den langdauernden 
Versuchen Christensens, so weichen die von uns ermittelten Blutzucker- 
werte sicherlich nur minimal von den gerade am Ende des Laufts be- 
stehenden ab. Die Bestimmung des Blutzuckers erfolgte nach Hagedorn- 
Jensen. Die Bestimmung des anorganischen und organischen Phosphors, 
nach der von Kuttner (20) vor kurzer Zeit angegebenen kolorimetrischen 
Methode. Diese basiert auf demselben Prinzip, wie die Methode von 
Fiske-Subbarow, nur daB als reduzierende Substanz das Zinnchloriir 
benutzt wird. Wir haben das Verfahren nachgeprift und damit sehr 
gute Resultate erhalten. Fir die Bestimmung des organischen Phosphors 
veraschten wir mit Schwefelsiure und Perhydrol. Salpetersiure darf 
zur Oxydation nicht benutzt werden. Man darf bei der Veraschung die 
Temperatur nicht iiber 200° steigen lassen. Auch Youngbergh (21) hat 
in letzter Zeit das Verfahren von Kuttner einer Priifung unterzogen. 
Seine Erfahrungen stimmen mit den unserigen vollkommen iiberein. 
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1. Verhalten des Blutzuckers bei der Arbeit ohne und mit Zuckergaben. 

a) Wir haben in einer ersten Versuchsreihe festgestellt, ob wir bei 
unserer Versuchsanordnung die Senkung des Blutzuckers nach der 
Arbeit beobachten kénnen, wie sie bei Hunden, die in einer Tretbahn 
liefen, von Campos, Canon, Lundin und Walker (22) gefunden worden 
sind. Die Resultate unserer Versuchsreihe sind in der Tabelle I zu- 
sammengestellt. Zur Erlauterung diene folgendes. Jeder der von uns 
fir die Versuche benutzten Hunde ist in allen Tabellen mit ein und 
derselben 16mischen Zahl bezeichnet. Wenn in derselben Tabelle 
mehrere Versuche an einem Tiere verzeichnet sind, so sind sie in ihrer 
zeitlichen Reihenfolge angefihit. 


Tabelle J. 


Blutzuckerwerte in mg-°,, vor und nach der Arbeit. 





Hund == Zucker- Zeit Anfangs- 


¥ » nit » > " 
Nr. | gabe Min. wert Endwert Differenz Bemerkungen 


I 0 25 85 95 
I 0 60 85 83 
I 0 120 90 83 
I 0) 105 86 82 
II 0 18 81 86 
Il 0 60 81 73 
IT 0 115 79 59 2 48 Std. niichtern 
II 0 105 75 52 : 6 . = 
Il 0 105 83 65 
II 0 105 86 75 
Ill 0 30 90 90 
Ill 0 60 86 93 
Il 0 105 86 72 
IV 0 30 97 97 
IV 0 120 101 ’ 91 
IV 0 105 91 81 
7.4 80 96 82 
V 135 79 70 
Vi 105 123 
VI 105 112 
VII 105 84 68 — 16 
Vii 135 76 65 
Vill 135 84 89 + 5 


Die in der Tabelle I verzeichneten Versuche wurden an acht Hunden 
ausgefiihrt, davon an vieren mehrmals wiederholt. Es zeigt sich nun, daB 
die ersten Versuche bei allen vier Tieren ein anderes Resultat aufweisen 
als die spiteren. Die Tiere straubten sich namlich anfangs, wie wir 
schon oben bemerkten, gegen das Laufen, und der Versuch mubte in 
diesem Falle vorzeitig abgebrochen werden Wir finden dementsprechend 
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immer beim ersten, beim Hund Nr. III auch noch beim zweiten Versuch 
der 1 Stunde dauerte, nicht ein Sinken, sondern ein Konstantbleibe: 
oder sogar Steigen des Blutzuckers. Nur bei Hund Nr. V finden wi: 
schon beim ersten Lauf, der hier 80 Minuten dauerte, ein deutliches 
Sinken des Blutzuckers. Dieser Unterschied zwischen den kurzdauernden 
und langdauernden Versuchen hat ja auch Christensen bei seinen Ver- 
suchen am Menschen gesehen. Méglicherweise spielt aber auch die 
Gewoéhnung eine Rolle in dem Sinne, daB die im Anfang beobachtete 
Arbeitshyperglykamie auf abnorme nervése Einfliisse unter dem Ein- 
druck der ungewohnten und erzwungenen Arbeit zuriickzufiihren ist. 
Die oben erwahnten Ergebnisse von Hartmann, Frank und Griffith an 
Katzen sprechen fiir diese Auffassung. 

Die Tiere, bei denen die Laufversuche wiederholt worden sind, 
zeigen bei den spateren Versuchen, die alle 15/, bis 2 Stunden gedauert 
haben, in der Regel ein deutliches Absinken des Blutzuckers. Nui 
Hund Nr. VI und Hund Nr. VIII zeigen auch bei langdauernden Ver- 
suchen eine Blutzuckersteigerung. Das AusmaB der Senkung war 
auch bei ein und demselben Tiere je nach Versuch sehr verschieden. 
Bei Hund Nr. II schwankte sie zwischen 0,008 und 0,023°, Zucker. 
Der Zeitpunkt der Fiitterung scheint dabeientgegen unseren Erwartungen 
keine Rolle zu spielen, da beim Hund Nr. II gerade in dem Versuch, 
vor welchem das Tier ausnahmsweise gefiittert worden ist, die gr6éBte 
Senkung des Blutzuckers zu beobachten ist. 

b) Nachdem wir so festgestellt haben, daB durch einen etwa 
2 Stunden dauernden Lauf meistens eine Senkung des Blutzuckers zu 
erzielen ist, stellten wir in einer zweiten Versuchsreihe fest, welchen 
KinfluB die Zufuhr verschiedener Zucker auf diese Senkung des Blut- 
zuckers hat. Man ist ja geneigt, diese Senkung auf eine Erschépfung 
der Glykogenvorrite der Leber zuriickzufiihren. Fir diese zweite Ver- 
suchsreihe wurden dieselben Tiere verwendet, wie bei der ersten, so 
daB die Resultate der beiden Versuchsreihen vergleichbar sind. Wir 
priiften so den EintluB von Glucose, Fructose, Maltose, Dextrin, sowie 
denjenigen eines Gemisches von gleichen Teilen Glucose und Fructose 
und endlich von Rohrzucker. Die Zucker wurden mittels Schlundsonde 
in 20 %iger wasseriger Lésung knapp vor Beginn des Laufes verabreicht. 
In der Regel wurden 1"/,g pro Kilogramm Kérpergewicht gegeben. 
Nur in zwei Versuchen mit Rohrzucker 3 g pro Kilogramm. Die Er- 
gebnisse dieser Versuchsreihe findet man in der Tabelle II. 

Wie aus dieser Tabelle zu ersehen ist, ist bei Glucose, Lavulose, 
Dextrin und Maltose keine Wirkung auf die durch die Arbeit hervor- 
gerufene Hyperglykamie festzustellen. Der Hund Nr. II, der beim 


Lauf durch 1%/, Stunden eine Senkung um 8 bis 23 mg-% Zucker 


aufwies, zeigt bei gleichzeitiger Zufuhr von 1'/,g Glucose pro Kilo- 
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Tabelle 11. 

Blutzuckerwerte in mg-°,, vor und nach der Arbeit. 
IV 15g Lavulose . . 105 83 66 17 
IV 15g Dextrin . . 105 100 77 23 
Ill | 1,5g Maltose .. 105 91 83 18 
I 15g Rohrzucker . 105 82 86 + 4 
II* | 1,52 ge as 105 90 90 0 
il 15g 9 a 55 89 91 + 2 total erschépft 
Ul Lig ne 90 93 85 — 8 
IV 15g Tie ae 105 93 111 +18 
VI 15¢ A 79 89 +10 
Il 83 g Rohrzucker . 105 78 92 + 14 
IV 8 ¢g ane ae iy 105 86 77 — 9 
II* | 15g Glueose . . 105 84 59 — 25 
VI* | 1,5¢ ‘ be 105 107 93 -14 
IT 0,75 g Glucose 

+ 0,75¢ Lavulose 105 91 95 + 4 


Die mit * bhezeichneten Versuche sind auch in den Kurven enthalten. 


gramm Kérpergewicht eine Abnahme um 25 mg-.°,, Der Hund Nr. VI 
nach derselben Glucosegabe eine solche um 14mg-®,. Der Hund 
Nr. IV zeigt nach 1'/,g Lavulose pro Kilogramm eine Abnahme um 
17 mg-°,,. wahrend ohne die Zuckergabe die Abnahme nur 10 mg-%, 
betrug. Ganz anders ist das Bild nach Einnahme von 1'/, oder 3g 
Rohrzucker pro Kilogramm sowie eines Gemisches zu gleichen Teilen 
von Glucose und Lavulose. Von den acht Rohrzuckerversuchen zeigte 
sich in zwei Fallen ein Konstantbleiben, in vier anderen Fallen ein 
deutlicher Anstieg des Blutzuckers, und nur in zwei Fallen ein Sinken 
desselben. Nach 1?/,g Lavulose und Dextrin zeigte Hund Nr. 1V 
ein viel starkeres Sinken des Blutzuckers als nach Rohrzucker. Be- 
sonders instruktiv sind die Versuche an Hund Nr. II, der bei mehreren 
Versuchen ohne Zuckergabe ein Absinken des Blutzuckerspiegels bis 
um 23 mg-°, aufwies. Desgleichen nach Zufuhr von 1'/, g Glucose pro 
Kilogramm. In zwei Versuchen aber, in denen ihm 1'/, g Rohrzucker 
pro Kilogramm zugefiihrt worden ist, zeigte sich ein Gleichbleiben 
bzw. eine geringfiigige Erhéhung des Blutzuckers. Nach Zufuhr von 
3g Rohrzucker pro Kilogramm trat sogar eine erhebliche Steigerung 
von 78 auf 92 mg-% ein. Das Gemisch von Glucose und Lavulose 
bewirkte beim Hund Nr. III eine geringe Steigerung. 

Es bestand nun die Méglichkeit, daB die in unseren Versuchen 
zutage tretende Eigenschatt des Rohrzuckers bzw. der Glucose-Lavulose- 
gemische die Arbeitshypoglykamie aufzuheben, einfach die Folge einer 
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Ubereinanderlagerung der Kurve der alimentaren Hyperglykamie iiber 
die Kurve der Arbeitshypoglykaimie sein kénnte. Es kénnte ja die 
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Abb. 1. 
1,5 g Glucose pro Kérperkilogramm. 
= Belastung in Ruhe. 
-—--— = im Lanf. 
Hund Nr. VI. 








SRVYSESSTYITS 














SRSSRVIVSEZ 
; 


0 2 2090" 01% 70 0" BD" 170" 
Abb. 3. 











1,5 g Rohrzucker pro Kérperkilogramm. 





= Belastung in Ruhe. 
—--~-— = im Lanf. 
Hund Nr. Il. 
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1,5 g Glucose pro Kérperkilogramm 

= Belastung in Ruhe. 

~--—-— = im Lanf. 

Hund Nr. Il. 
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Abb. 4. 
1,5g Rohrzucker pro Kérperkilogramm. 
= Belastung in Ruhe. 
Hund Nr. VI, Nr. IV. 





Blutzuckersteigerung nach Rohrzuckergaben linger andauern, als es 
nach Glucosegaben der Fall ist. 


Cassinis und Bracaloni geben zwar 
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an, daB in ihren Versuchen an Menschen sich kein wesentlicher Unter- 
schied in bezug auf den Verlauf der alimentéren Hyperglykaémie 
zwischen Glucose und Rohrzucker herausstellte, aber in bezug auf 
die Verhaltnisse beim Hunde haben wir in der Literatur keine dies- 
beziiglichen Angaben finden kénnen. Wir fiihrten deshalb einige Be- 
lastungsversuche mit Glucose, Liavulose, Maltose und Rohrzucker 
so aus, da wir einerseits bei ruhendem Tier in Abstaéanden von 20 
bis 30 Minuten nach der Zuckergabe die Blutzuckerbestimmung 
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Abb. 5. Abb. 6 
1,5 g¢ Glucose pro Kérperkilogramm. III 0,75 g Glucose + 0,75 g Liivulose 
—— = Belastung in Ruhe. pro Kiérperkilogramm, Belastung 
Hund Nr. IV, Nr. I in Ruhe. 
Ill ---—-— 1,5 g Maltose pro Kiérper- 


kilogramm, Belastung in Ruhe 
IV 1,5 ¢@ Livulose pro Kirperkilo- 
gramm, Belastung in Ruhe. 
‘- 1,5 g Dextrin pro Kérper- 
kilogramm, Belastung in Ruhe. 
Hund Nr. II, Nr. IV. 
machten, andererseits sie auch bei demselben Tiere wahrend des 
Laufes ausfihrten. Die Unterbrechung des Laufes zum Zwecke der 
Blutentnahme dauerte héchstens 3 bis 4 Minuten (s. Abb. 1 bis 6). 

Es ergibt sich vollkommen eindeutig, daB die Steigerung des 
Blutzuckers durch den Rohrzucker beim arbeitenden Tiere in keinem 
Zusammenhang mit der alimentéren Hyperglykimie steht, denn in 
dem Zeitpunkt, in dem die blutzuckersteigerade Wirkung des Rohr- 
zuckers beim Arbeitstier in Erscheinung tritt, war bei drei reinen 
Belastungsversuchen mit demselben Zucker der Blutzuckerspiegel 
schon zur Norm zuriickgekehrt. Dasselbe Ergebnis zeigt ein Versuch 
mit dem Gemenge gleicher Teile von Liaivulose und Glucose, Nach 


Biochemische Zeitschrift Band 247. 2 
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Lavulose allein dagegen zeigt sich nach 105 Minuten eine geringe 
Steigerung des Blutzuckers, wahrend doch beim Laufversuch mit 
Lavulosegaben bei demselben Hunde nach 105 Minuten eine Senkung 
des Blutzuckers von 83 auf 66 mg-°,, zu sehen war. Ganz dasselbe ist nach 
Glucosegaben festzustellen. Zu einem Zeitpunkt, wo nach einfacher 
Belastung noch eine Hyperglykamie zu sehen ist, tritt beim Laufversuch 
mit Belastung schon eine Senkung ein gegeniiber dem Ruhewert, die 
keineswegs geringer ist als diejenige beim Lauf ohne Belastung. Die 
Kurve der alimentaren Hyperglykimie beim Lauf nach Glucosegabe 
ist im Vergleich mit der Kurve bei Ruhe stark verandert. Das erreichte 
Maximum ist wesentlich niedriger (bei Hund Nr. VI 139 statt 222. 
bei Hund Nr. II 105 statt 141), und diese Riickkehr zur Norm erfolgt 
viel rascher (nach 75 Minuten ist der Ruheanfangswert schon unter- 
schritten, wahrend zu dieser Zeit bei reinem Belastungsversuch noch 
eine betrachtliche Hyperglykamie herrscht). Eine Hemmung des 
alimentaren Blutzuckeranstiegs fanden auch Cassinis und Bracaloni. 
Dagegen konnten wir ihre Angabe tiber die alimentare Hyperglykamie 
nach Rohrzuckerzufuhr nicht ganz bestatigen. In zwei von drei unter- 
suchten Fallen war vielmehr der Anstieg nach Rohrzuckerzufuhr be- 
deutend kleiner als nach Glucose und der Normalwert wurde etwas 
friiher erreicht. In einem dritten Falle (Hund Nr. IV) war dieser Unter- 
schied allerdings nicht zu sehen. Bei diesem Tier war aber schon der 
Anstieg nach Glucose viel geringer als bei den zwei anderen Tieren. 
Moglicherweise sind diese individuellen Schwankungen auf ein jeweiliges 
Vorwiegen der Resorption des Zuckers oder der reflektorischen Aus- 
schiittung seitens der Leber beim Zustandekommen der alimentiren 
Hyperglykamie zuriickzutiihren 

Wir k6énnten demnach das Ergebnis unserer Versuche iiber den 
Blutzucker dahin zusamnienfassen, daB die bei langdauernder an- 
strengender Arbeit auftretende Senkung desselben durch gleichzeitige 
Gaben von Glucose oder Lavulose in Dosen bis 1,5g pro Kilo- 
gramm nicht beeinfluBt wird, wohl aber durch solche von Rohrzucker 
oder eines Gemisches der beiden erstgenannten Zucker. Dieser EinfluBb 
des Rohrzuckers ist unabhéngig von dem nach der Verfiitterung ein- 
tretendem Anstieg des Blutzuckers. 


2. Verhalten des Blutphosphors bei der Arbeit ohne und mit Zuckergaben. 


a) Die Versuche iber den Blutphosphor wurden auf eben dieselbe 
Weise durchgefiihrt, wie diejenigen tiber den Blutzucker. Es wurden 
insgesamt neun Hunde verwendet. 

Es wurde zunachst das Verhalten des anorganischen, des gesamten 
saureléslichen und des Gesamtphosphors des Blutes nach einem Lauf von 
13/, bis 2'/, Stunden untersucht. Das Ergebnis enthalt die Tabelle ITI. 
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Wirkung von Kohlenhydrat 
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Es ergibt sich aus der Tabelle III zunachst, daB die Anfangswert« 
bei ein und demselben Tiere starken Schwankungen unterworfen sind 
Bei anderen Versuchen ergab sich dasselbe Bild. Die Ursache diese: 
Erscheinung ist ganz unklar. Die GréBe dieser Differenzen iibersteigt 
bedeutend die Fehlergrenze der Bestimmungsmethode. Noch vie! 
gréBer sind die Schwankungen beim gesamten saureléslichen Phosphor 
Unter diesen Umstanden miissen die Resultate unserer Versuche mit 
einer gewissen Vorsicht beurteilt werden, und sie sind nur dann zu 
verwerten, wenn die Veranderungen der einzelnen Phosphorfraktionen 
nach der Arbeit in einer gréBeren Versuchsreihe durchgehend immer 
wieder in derselben Richtung stattfinden. Was nun den anorganischen 
Phosphor des Blutes betrifft, so zeigt sich in den 18 von den 20 gemachten 
Versuchen eine deutliche Abnahme desselben nach der Arbeit, die 
zwischen 3,3 und 37,2°% des bei Beginn eines jeden Versuchs ermittelten 
Wertes ausmacht. Nur in zwei Fallen ergab sich eine Steigerung des 
anorganischen Phosphors, und zwar im dritten Versuch mit dem Hund 
Nr. II] und im dritten Versuch beim Hund Nr. 1X. Das letztere Tier 
wurde neu in den Versuch gestellt. Es setzte dem Laufen in der Tretbahn 
einen energischen Widerstand entgegen. Der Versuch 2 mit ihm muBte 
nach 75 Minuten abgebrochen werden. Der Versuch 3 schon nach 
1 Stunde. Dieser letztere Versuch, bei dem eben eine Steigerung des 
anorganischen Phosphors um 20,6°, zu sehen war, ist demnach mit 
den anderen Versuchen dieser Reihe nicht ohne weiteres vergleichbar 
und muB bei der Bewertung der Resultate ausgeschaltet;-werden. Die 
Steigerung im Versuch 3 beim Hund Nr. III, die 6,5°% "des Anfangs- 
wertes betragt, ist dagegen nicht zu erklaren, sie ist aber so gering, dab 
sie innerhalb der Fehlerbreite der Methode fallt. Dieses Tier zeigte in 
zwei vorausgehenden Versuchen beide Male eine Abnahme des an- 
organischen Phosphors nach dem Lauf, und zwar um 20,3 bzw. 21,5°,. 
Die durchschnittliche prozentuale Abnahme des anorganischen Phosphors 
betrigt demnach (19 Versuche) 21,3°%. 

Der siurelésliche Phosphor wurde in 14 Versuchen an acht Tieren 
bestimmt. Der Versuch 3 am Hund Nr. IX scheidet aus den oben dar- 
gelegten Griinden aus. Von den verbleibenden 13 zeigen 12 ein betracht- 
liches Steigen des gesamten séureléslichen Phosphors, und diese Steigerung 
erscheint noch viel stérker, wenn man nur die Differenz des gesamten 
siureléslichen und des anorganischen Phosphors betrachtet, die als 
sdureléslicher organischer Phosphor bezeichnet wird. Nur in einem 
Versuch, namlich dem zweiten beim Hund Nr. IX, ist ein Sinken des 
gesamtsaureléslichen Phosphors um 14,3 °% festgestellt worden. Dasselbe 
Tier zeigte aber in einem friiheren Versuch einen Anstieg um 21,8°). 
Der durchschnittliche prozentuale Anstieg aus allen 14 Versuchen 
betrigt 16,1%%. 
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In elf Versuchen an sieben Tieren bestimmten wir neben dem 
gesamten saureléslichen Phosphor auch den Gesamtphosphor. Die 
Differenz zwischen dem letzteren und dem ersteren, also die séiure- 
unlésliche Phosphorfiaktion des Blutes dirfte ja zum gréBten Teil 
als Lipoidphosphor anzusprechen sein. Méglicherweise sind darunter 
aber noch bisher unbekannte Verbindungen enthalten, die bei ver- 
schiedenen ‘lieren in verschieden groBer Menge auftreten. Dieser 
siureunlésliche Phosphor zeigt auch bei ein und demselben Tiere je 
nach dem Zeitpunkt der Blutentnahme sehr starke Schwankungen. 
Den tiefsten Wert fanden wir beim Hund Nr. VII im Versuch 2, naimlich 
16,2 mg-%%. Derselbe Hund zeigt im Versuch 1 23,4mg-°%,. Der 
héchste Wert beim Hund Nr. III, 46,1 mg-°%%. Die meisten Werte 
schwanken zwischen 20 und 30 mg-%, als P berechnet. 

b) Das Ergebnis der Versuche, in denen den Tieren 3 g Rohrzucker 
pro Kilogramm am Beginn des Laufes verabreicht worden ist, sind in 
der Tabelle IV verzeichnet. Es wurden insgesamt zwélf Versuche an 
sechs Tieren ausgefiihit. In sieben Versuchen an sechs Tieren wurde 
neben dem anorganischen auch der saurelésliche Phosphor bestimmt. 
Der anorganische Phosphor zeigte in allen Versuchen eine Abnahme 
um 3 bis 31,5°% nach dem Lauf. Vergleicht man bei einzelnen Tieren 
die nach Rohrzuckergabe auftretenden durchschnittlichen Senkungen 
des anorganischen Phosphors mit denen in Versuchen ohne Zuckergabe 
der Tabelle III, so ergibt sich folgendes Bild. Siehe Tabelle Va. 

Bei drei Hunden ist die durchschnittliche prozentuale Abnahme 
wesentlich kleiner als ohne Rohrzuckergabe. Beim Hund Nr. III ist 
sie nur etwas kleiner, da dieser Hund bei einem von den drei Versuchen 
ohne Zucker eine geringe Zunahme des anorganischem Phosphors auf- 
wies, was aber méglicherweise auf einen Versuchsfehler zuriickzufiihren 
ist. In den zwei anderen Versuchen ohne Zuckergabe sind die Ab- 
nahmen bedeutend gréBer als in jedem einzelnen Versuch mit Zucker- 
gabe. Beim Hund Nr.I war in beiden Versuchsreihen die Abnahme 
fast gleich. Auf Grund der Ergebnisse dieser Versuchsreihe durfte der 
SchluB gerechtfertigt sein, daB nach Rohrzuckereinnahme bei Beginn 
des Laufes der anorganische Phosphor im Blute die Tendenz hat, 
weniger abzusinken als ohne Zuckergabe. 

Der gesamte saurelésliche Phosphor (Tabelle IV) zeigt dagegen in 
allen sieben Versuchen an fiinf Tieren, in denen er bestimmt worden ist, 
nach dem Lauf eine deutliche Senkung gegeniiber dem Ruhewert. 
Prozentual schwankt diese Abnahme zwischen 4 und 17,3%. Dasselbe 
Bild ergibt sich, wenn man nur den saureléslichen organischen Phosphor, 
also die Differenz des gesamten saureléslichen und des anorganischen 
Phosphors betrachtet. Man mu8 nun bedenken, daB die Tiere nach 
dem Lauf ohne Zuckergabe meistens eine Steigerung des sdureléslichen 
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Phosphors gezeigt haben. Die Wirkung der Rohrzuckergaben auf den 
siureléslichen Phosphor des Blutes beim arbeitenden Tier ist also sehr 
intensiv. 





Was die Wirkung der Rohrzuckergaben auf den saéureunldslichen 
Phosphor des Blutes betrifft, so sind die Verhaltnisse nicht so klar. 
Immerhin laBt sich eine gewisse Tendenz des sdéureunléslichen Phos- 


phors ableiten, bei Zugabe von Rohrzucker sich wesentlich anders zu 
verhalten, ja vielleicht zum Teil gegensétzlich im Sinne einer Steigerung. 


Denn wahrend 


im 


ers 


Falle 


teren 


ohn 


e 


Zucker 


sich 


ein positiver 


(steigender) und ein unveranderter Wert vorfinden, gegeniiber acht 
ausgesprochen negativen (fallenden), sind nach Zuckergabe nur ein 
ausgesprochen negativer gegeniiber drei nahezu unveranderten und 


drei stark positiven. 


Siehe Tabelle Vb. 








Tabelle Va. 
Prozentuelle Prozentuelle Prozentuelle Prozentuelle 
Abnahme des Abnahme des Abnahme des Abnahme des 
Hund anorg. P bei anorg. P bei Hund anorg. P bei anorg. P bei 
Laufversuchen Laufversuchen Laufversuchen Laufversuchen 
Nr. niichtern mit Rohrzucker Nr. niichtern mit Rohzucker 
I 26,7 31.5 IV 33,3 3,0 
I 35,2 IV 24,7 21,9 
I 37,2 IV | 13,9 
¢ 97 , 
_ ry 25,1 ; 28,3 15,9 
eats 18,7 6.9 
Il 21,5 7,3 V 20,3 14,1 
Ill 20,3 17,1 V 17,1 
I + 6.5 8.3 V 
Tabelle Vb. 


Saureunléslicher Phosphor 


Rohrzuckergaben. 


in mg-°/y bei Laufversuchen niichtern und mit 








Laufversuche niichtern 


Laufversuche mit Rohrzucker 


Hund “ , -—_ . “" 
ny —~ or iy ' nz -<—~ # Endwert sas i 
I 27,8 18,2 — 345 35,6 34,1 4.2 
I 27,2 34,7 + 27,9 
I 23,4 19,1 — 183 
III 33,1 23,9 — 27,7 21,1 26,5 + 27,0 
Ill 46,1 34,8 — 24,5 29,5 28,0 5,1 
IV 36,8 31,4 — 14,1 41,9 33,9 19,1 
IV 27,6 27,3 — i, 
v 27,6 17,4 37,3 22.7 26,5 + 16,7 
V 97.0 33.8 + 25,2 
Vil 23,4 19,1 18,3 
VII 16,2 16,2 0 
Vill 27,7 26,6 — 39 
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Wie bei der Untersuchung der Wirkung von Rohrzuckergaben aut 
den Blutzucker des arbeitenden Tieres entstand auch jetzt die Frage: 
Wirkt der Rohrzucker auch bei ruhendem Tier auf den Blutphospho: 
in demselben Sinne wie beim arbeitenden? Wir bestimmten deshalb 
in einigen Fallen den anorganischen Phosphor in verschiedenen Zeit- 
abstanden nach Gaben verschiedener Zucker beim ruhenden ‘Tier. 
Die Ergebnisse findet man in Tabelle 1X und Abb. 7 und 8. 
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Abb. 7. Abb. 8. 
P-Bestimmung. P-Bestimmung. 
3g Rohrzucker pro Kiérperkilogramm. Ill 0,75 g Glucose + 0,75 g Livulose 





= Belastung in Ruhe. 
--— = im Lauf. 
Hund Nr. Il, Nr. IV. 


pro Kérperkilogramm. 
= Belastung in Ruhe. 
—-- = im Lanvf. 
IV 0,75 g Glucose + 0,75 g Liavulose. 
Belastung. 
Hund Nr. Ill, Nr. IV. 





Bei zwei Tieren fanden wir nach Einnahme von 3 g Rohrzucker 
pro Kilogramm nach 105 Minuten eine geringe Abnahme des an- 
organischen Phosphors. In einem Falle aber eine geringe Zunahme. 
Nach 3/,g Glucose + 3/,g Lavulose fanden wir in einem Falle eine 
minimale, in einem anderen eine betrachtlichere Abnahme nach 
105 Minuten. Jedenfalls tiben diese Zuckergaben bei ruhendem Tier 
nicht diesen Einflu8 aus auf den anorganischen Phosphor, wie es beim 
arbeitenden der Fall ist. Der séurelésliche Phosphor bleibt unverandert, 
der Gesamt-P und der séureunlésliche P zeigen deutliche Steigerungen. 

DaB bei ruhendem Tier nach Belastung mit Glucose oder Lavulose 
im Anfang eine betraichtliche Senkung des anorganischen Phosphors 
eintritt, ist ja aus den oben erwahnten Untersuchungen verschiedener 
Autoren bekannt. 

Zusammenfassend kann man demnach als das Ergebnis der letzten 
Versuchsreihen feststellen, daB Gaben von Rohrzucker, bei Beginn 
eines langdauernden, anstrengenden Laufes verabreicht, die Ver- 
anderungen, die die einzelnen Fraktionen des Blutphosphors als Folge 
dieser Arbeit aufwiesen, bis zu einem gewissen Grade beeinflussen. Im 
Falle des séureléslichen organischen Phosphors wird nicht nur die 
durch die Arbeit bewirkte Steigerung derselben aufgehoben, sondern 








Tabelle 
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noch dariiber hinaus diese Phosphorfraktion gegeniiber dem Ruhewert 
leutlich erniedrigt. Diese Tatsachen sprechen offenbar dafiir, daB der 
Blutphosphor bei der Verwertung des zugefiihrten Zuckers wahrend 
der Arbeit eine wichtige Rolle spielt. Nun wei man aber seit den 
Untersuchungen von Embden und Grafe, daB Zufuhr von insbesondere 
sauren Phosphaten eine giinstige Wirkung auf die Arbeitstahigkeit 
des Organismus austibt. Unter diesen Umstanden erschien es von 
Interesse, festzustellen, welchen EinfluB die Zufuhr von sauren Phos- 
phaten neben Rohizucker auf die einzelnen Fraktionen des Blut- 
phosphors und den Blutzucker beim arbeitenden Tier ausiibt. Das 
Ergebnis dieser Versuche findet man in Tabelle VI und VIII. 


Tabelle VIII. 
Blutzuckerwerte in mg-°/, vor und nach der Arbeit. 





Hund Zuck b Zeit : 
Nr. pro bg Recpenpewicht oc Anfangswert Endwert 
I 3g Rohrzucker + 0,36 ¢ 
‘Na H,P _ ae 105 86 117 
I 3g Rohrzucker + 0, 36 g g 
emer... 105 93 { 131 
V 3g Rohrzucker + 0,36 ¢ 
2S 105 92 111 
V 3 g Rohraucker + 0, 36 g g 
V 3¢ g ry : 0,36 g g 
J arr a 135 84 98 
I 3g Rohrzucker + 0,36 ¢ 
Ca-hexosephosphat . . 105 89 103 
IV 3g Rohrzucker + 0,36 ¢ 
Ca-glycerophosphat . . 105 70 121 
V 3g Rohrzucker — 0,36 ¢ 
Ca-glycerophosphat . . 135 84 92 
Vill 3g Rohrzucker + 0,36 g 
Ca-glycerophosphat . . 135 100 134 
V 3g Rohrzucker + 0,35 ¢ 
Na-glycerophosphat . . 135 90 89 
Ill 3g Ovomaltine. . ... 105 81 93 
V 3¢ . , ipa 80 86 82 
Vi 3g 7 A eee 105 112 120 
Il* 3¢g a re gee 105 89 85 
Iv* 3¢ . sanesich catham So 105 99 85 


Die untersuchten Phosphorverbindungen waren NaH,PQ,, Ca- 
Hexosephosphat und Ca-(Na-)Glycerophosphat. Es wurden 3g Rohr- 
zucker + 0,36° Phosphat (auf P,O, berechnet) pro Kilogramm Korper- 
gewicht am Beginn des Laufes gegeben. 
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Trotz der Zugabe von Ca-Hexosephosphat zeigte der Blutphosphon 
spiegel tiefgehende Veranderungen. Bei Zusitzen von Natriumphosphat 
zeigte der anorganische und der saurelésliche Phosphor starke Schwan- 
kungen. Hingegen blieb der Gesamtphosphor mehr cder  minde: 
konstant. Dasselbe Bild ergab sich bei Zusatzversuchen mit Ca (Na)- 
Glycerophosphat. Der Blutzucker zeigte bei Versuchen mit Phosphat 
zusitzen meistens eine starke Steigerung. 

Im AnschluB an diese Untersuchungen priiften wir die Wirkung 
des Nahrpriparats Ovomaltine, da wir durch eine Mittcilung 
von Deschwanden (23) auf die giinstige Wirkung dieses Praparates bei 
angestrengter Muskeltatigkeit aufmerksam wurden. Die Ovomaltine 
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Abb. 9. Abb. 10. 
3g Ovomaltine pro Kérperkilogramm. 3g Ovomaltine pro Kérperkilogramm. 
= Belastung in Ruhe. = Belastung in Ruhe 
im Lauf. —~~-—- = im Lanf. 
Hund Nr. Il. Hund Ny. IV. 


enthalt auBer EiweiB, Fetten und Kohlenhydraten Lecithine und 
Phosphate. Deschwanden fand bei vier trainierten Skilaéufern nach 
lingeren Touren eine Lipimie und eine Senkung des Blutzuckers. 
Durch Ovomaltinegaben gelang es ihm, die Blutzuckersenkung auf- 
zuheben und an Stelle einer Steigerung eine Verminderung des Fett- 
gehaltes des Blutes herbeizufiihren. Wie aus den Tabellen VII und VIII 
und den Abb. 9 und 10 ersichtlich, ist die Wirkung der Ovomaltine auf 
den Blutzucker nach dem Laufen in der Tretbahn dieselbe wie die des 
Rohrzuckers. In zwei Fallen bleibt der Blutzucker konstant, in zweien 
steigt er und in einem fallt er etwas ab. Wesentlich anders hingegen 
ist die Wirkung beim Blutphosphor. In zehn Versuchen (die zwei kurz- 
dauernden Versuche zu je 80 Minuten werden nicht mitgezahlt) stieg 








Verhalten des Blutphosphors nach Zuckergaben. 
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der anorganische P einmal um 7,6°,, insgesamt sank er im Durch 
schnitt nur um 5,3°5. Der héchste Abfall betrug 13,3°,, der niedrigsté 
3,0°,. Der saurelésliche P blieb durchwegs konstant, der Gesamt- 
phosphor zeigte kleine Schwankungen, woraus sich nur geringfiigige 
Anderungen fiir den saiureunléslichen Phosphor ergeben. Zusammen- 
fassend kann man sagen, daB es durch Ovomaltinegaben gelingt, den 
Blutzucker- und Blutphosphorspiegel nach angestrengter Muskel- 
arbeit annahernd konstant zu erhalten. Welcher Bestandteil dieses 
Nahrpraparates die giinstige Wirkung ausiibt, muB in weiteren Unter- 
suchungen festgestellt werden. 


B. Diskussion. 


Aus allen oben angefiihiten Versuchen ergibt es sich, daB lang- 
dauernde, anstrengende Arbeit bei Hunden in der Regel eine erhebliche 
Senkung des Blutzuckers, sowie des anorganischen Blutphosphors 
und eine erhebliche Steigerung des saureléslichen organischen Phosphors 
bedingt. 

Welche Bedeutung kénnen wir nun auf Grund unserer jetzigen 
Vorstellungen iiber den Stoffwechsel beim arbeitenden Tier diesen 
Veranderungen des Blutzuckers und Blutphosphors beimessen? Da die 
Muskeltatigkeit zu einer Verarmung der Leber an Glykogen fiihrt, so 
ist es am einfachsten, wie die meisten Autoren es tun, die Senkung 
des Blutzuckerspiegels mit der Tatsache dieses Glykogenschwundes in 
Verbindung zu bringen, und zwar soc, daB die Erschépfung der Glykogen- 
vorrate entweder direkt zu einer Verminderung der Zuckerausschiittung 
ins Blut seitens der Leber fiihit, oder so, da® schon eine Verminderung 
der Glykogenvorrate, die tiber ein gewisses MaB hinausgeht, durch 
einen nervésen oder hormonalen Regulationsmechanismus diese Zucker- 
ausschwemmung ins Blut hemmt. Nun geht als weitere Tatsache aus 
unseren Versuchen hervor, daB Gaben von Rohrzucker oder Dextrose 
+ Lavulose dem Sinken des Blutzuckers entgegenwirken. Dies lieBe 
sich am einfachsten so erkléren, da& durch das Gemisch der beiden 
Zucker die Glykogenneubildung in der Leber besonders intensiv vor 
sich geht. Da aber Glucose und Lavulose, einzeln fiir sich verabreicht, 
nicht imstande zu sein scheinen, wenigstens bei einer Dosis von 1"/, g 
pro 1 kg Kérpergewicht, die Arbeitshypoglykamie aufzuheben, so mu 
man annehmen, daB gerade die gleichzeitige Verabreichung von Glucose 
und Lavulose den Aufbau dieser beiden Zucker zu Glykogen in der 
Leber besonders begiinstigt. In diesem Sinne sprechen auch die Be- 
lastungsversuche mit Rohrzucker bei den zwei Hunden, bei denen 
Glucosezufuhr eine starke alimentare Hyperglykamie erzeugte, wahrend 
Zufuhr von Rohrzucker eine weit geringere Steigerung hervorrief. 
Offenbar bewirkt die Lavulose, die ja selbst von der Leber starker 
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urlckgehalten wird als die Glucose, daB auch die letztere, wenn sie 
gleichzeitig verabreicht wird, von der Leber leichter assimiliert wird. 
Vielleicht spielt hier die nach Zuckerzufuhr auftretende Insulindimie 
eine Rolle. Es kénnte dieselbe nach Fructosezufuhr intensiver sein, als 
es nach Glucosezufuhr der Fall ist. Schwieriger scheint es, die Ver- 
anderungen des Phosphorspiegels im Blute zu deuten. Bei den bis- 
herigen Untersuchungen tiber diesen Gegenstand wurde eine Steigerung 
des anorganischen Phosphors bei der Arbeit gefunden. Auf Grund 
unserer Versuche kann aber nicht bezweifelt werden, daB bei geniigend 
lange fortgesetzter Arbeit es stets zu einer Senkung dieser Phosphor- 
fraktion, und zwar in erheblichem Grade, kommt. Der Widerspruch 
zwischen unserem Ergebnis und dem anderer Autoren kommt mdéglicher- 
weise daher, daB die letzteren ihre Versuchspersonen bzw. -tiere viel 
kiirzer oder mit Unterbrechungen haben arbeiten lassen. Die Autoren, 
die Steigerungen des anorganischen Phosphors im Blute bei der Arbeit 
gefunden haben, fiihren diese auf die vermehrte Neubildung anorgani- 
scher Phosphorsaure bei bis zur Ermiidung arbeitenden Muskeln zuriick. 
Die von uns beobachtete Senkung des anorganischen Phosphors tritt 
also offenbar ejn, trotzdem aus dem ermiideten Muskel eine Aus- 
schwemmung anorganischer Phosphorsaure ins Blut stattfinden diirfte. 
Man darf aber nicht vergessen, daB, wie zuerst Embden und Grafe ein- 
wandfrei nachgewiesen und andere Autoren spiter bestatigt haben, 
wahrend und nach der Arbeit eine erhebliche Mehrausscheidung von 
Phosphor durch den Harn stattfindet. Es ware méglich, daB die bei 
anstrengender Muskelarbeit auftretende Azidose zu einer forcierten 
Ausscheidung der Phosphorsiure und so zu einem erniedrigten Spiegel 
derselben im Blute fihren kénnte. Gegen diese Deutung spricht aber, 
daB, wie aus unseren Versuchen hervorgeht, perorale.Zufuhr von 
Kohlenhydraten das Sinken des anorganischen Phosphors beeinfluBt. 
Denn es ist schwer sich vorzustellen, daB solche Zuckergaben auf die 
Ausscheidung von anorganischen Phosphaten von EinfluB sein kénnten. 
Wohl aber spricht diese BeeinfluBbarkeit der einzelnen Blutphosphor- 
fraktionen durch Kohlenhydratgaben beim arbeitenden Tier dafiir, 
daB der Phosphor bei denjenigen Stoffwechselprozessen, die durch die 
Ingestion von Zucker ausgelést werden, eine Rolle spielt. Nun tritt 
nach Zufuhr von Zuckern einerseits ein Abbau derselben ein, der sich 
im Steigen des Respirationsquotienten kundgibt, andererseits ein 
Aufbau zu Glykogen. Diese Prozesse finden aber auch nach Zucker- 
zufuhr beim ruhenden Tier statt. Trotzdem fiihrt Zuckerzufuhr beim 
ruhenden Tier zu einer Senkung des anorganischen Phosphors im 
Blute, die aber nach etwa 2 Stunden schon ausgeglichen ist, wahrend 
iiber das Verhalten der anderen Phosphorfraktionen fast nichts bekannt 
ist. Beim arbeitenden Tier dagegen wirkt Zufuhr von Rohrzucker, der 
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sonst nach kurzer Zeit eintretenden Senkung des anorganischen 
Phosphors im Blute entgegen; also in ganz anderem Sinne, als es beim 
nicht arbeitenden Tier der Fall ist. Diese Wirkung kann demnach 
nicht direkt mit der Verbrennung bzw. Assimilation des zugefiihiten 
Kohlenhydrats zusammenhaingen. Man kann vielmehr kaum umbhin, 
anzunehmen, daB die bei der Arbeit beobachteten Veranderungen der 
verschiedenen Blutphosphorfraktionen mit denjenigen Stoffwechsel- 
prozessen ursaichlich verbunden sind, die in den spaiteren Phasen eine: 
langdauernden Muskelarbeit einsetzen. Da wir auf Grund der Respira- 
tionsversuche annehmen miissen, daB in den spateren Stadien lang- 
dauernder Arbeit entweder eine Verbrennung von Nichtkohlenhydraten 
oder ihre Umlagerung zu Kohlenhydraten einsetzt, so liegt es sehr nahe, 
anzunehmen, daB bei diesen Prozessen der Phosphor eine sehr wesent- 
liche Rolle spielt. Die Zufuhr eines Zuckers, der besonders leicht zur 
Neubildung von Glykogen fiihrt, wiirde dann diese nach Erschépfung 
bzw. Verminderung der Glykogenreserve auftretenden Stoffwechsel- 
vorgange hemmen, da ja der zugefiihrte Zucker zur Neuschaffung 
einer solchen Reserve vor allem dient. 

Als diese Arbeit schon beendet war, gelangte zu ynserer Kenntnis 
die wichtige Untersuchung von H. Jost (24) iiber die Rolle der Phos- 
phatide bei der Umwandlung von Fett in Zucker durch die glykogen- 
arme Leber. Jost schlieBt aus seinen umfassenden Versuchen an der 
kiinstlich durchstrémten Leber, daB die Phosphatide als die Zwischen- 
stufe bei dieser Umwandlung anzunehmen sind. Diese Deutung der 
Befunde Josts wiirde auch unsere Beobachtungen iiber das Verhalten 
des anorganischen und siéureunléslichen Phosphors sehr einleuchtend 
in allen Einzelheiten erkliren. Denn wenn tatsachlich die glykogen- 
arme Leber die Fette tiber Phosphatide in Zucker umwandelt, so ist 
angjunehmen, daB sie sowohl im Blute kreisende Phosphatide an sich 
reiBt und so zu ihrer Verminderung fiihrt, andererseits zu ihrem Aufbau 
aus Fetten anorganische Phosphorséure benédtigt und sie dem Kreislauf 
entzieht. Wahrscheinlich tritt ja dabei auch eine Mobilisierung von 
Phosphatiden aus Depots, vielleicht auch Neubildung in anderen 
Organen und nachfolgender Transport auf dem Blutwege zur Leber. 
In diesem Falle kénnte unter Umstainden die Ausschiittung aus den 
Depots ins Blut so groB werden, dab wir statt einer Verminderung 
eine Vermehrung des séureunléslichen Phosphors im Blute des arbeitenden 
Tieres finden, wie es ja einmal in unserer Versuchsreihe vorgekommen 
ist. Jedenfalls tritt als Ausdruck der einsetzenden lebhaften Auf- und 
Abbauprozesse an Fett und Phosphatiden eine Stérung des Gleich- 
gewichtes der Blutphosphorfraktionen auf. 

Auch der séurelésliche organische Phosphor, der nach der Arbeit 
stark vermehrt ist, muB mit diesem ProzeB in Zusammenhang gebracht 
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werden, da ja gerade bei ihm sich die Wirkung von Rohrzuckergaben 
im Sinne der Umkehrung der durch die Arbeit hervorgerufenen Ver- 
schiebung besonders deutlich bemerkbar macht. Etwas Niaheres laBt 
sich nicht einmal vermuten, solange wir nicht wissen, welche Fraktion 
des sdureléslichen organischen Phosphors an dieser Steigerung nach 
der Arbeit teilnimmt. In dieser Richtung miissen weitere Versuche 
einsetzen. Vielleicht spielt bei der wahrend der Arbeit stark vermehrten 
Phosphorausscheidung durch dea Harn diese Vermehrung des siure- 
léslichen organischen Phosphors im Blute eine gewisse Rolle. Zahlreiche 
Autoren schreiben ja gerade dieser Fraktion des Blutphosphors eine 
groBe Bedeutung, bei der auch schon normalerweise eintretenden Aus- 
scheidung der Phosphorsaure, zu. In diesem Zusammenhang méchten wir 
noch darauf hinweisen, daB beim Diabetiker der anorganische Phosphor 
im Blute oft erniedrigt ist, dagegen aber auf Zufuhr von Zucker die bei 
Normalen eintretende Senkung desselben nicht zu finden ist. Méglicher- 
weise hangen auch diese Erscheinungen mit der gréBeren Rolle zu- 
sammen, die Umbau von Fett zu Zucker oder direkte Verbrennung von 
Fett beim Diabetiker gegeniiber dem Normalen spielen. 


Zusammenfassung. 


1. 1 bis 2 Stunden dauerndes Laufen in der Tretbahn fiihrt bei 
Hunden zu einem betrachtlichen Sinken des Blutzuckers, zu einem 
Sinken des anorganischen P, dagegen zu einer Steigerung des séure- 
léslichen P. 

2. Perorale Zufuhr von Glucose, Maltose, Dextrin und Lavulose 
fiir sich allein hat keinen EinfluB auf diese Erscheinung. 

* 3. Perorale Zufuhr von 1,5 bis 3 g pro Kilogramm Kérpergewicht 

von Rohrzucker oder einem Gemenge von gleichen Teilen Glucose 
und Lavulose hebt diese Blutzuckersenkung vollstandig auf und fihrt 
sogar manchmal zu einer Steigerung des Blutzuckers. 

4. Die Senkung des anorganischen Phosphors im Blute ist nach 
Rohrzuckergaben beim arbeitenden Tiere in der Mehrzahl der Fille 
geringer als ohne dieselben, wahrend beim saureléslichen Phosphor 
an Stelle nach Arbeit auftretender starker Steigerung eine deutliche 
Senkung gefunden wurde. 

5. Bei Zufuhr von Rohrzucker und 0,05 g NaH,PO, pro Kilo- 
gramm Ko6rpergewicht zeigten der anorganische und _ saurelésliche 
Phosphor teils eine Steigerung, teils eine Senkung. Der Blutzucker 
zeigte eine erhebliche Steigerung. Dieselben Verhaltnisse wurden bei 
Gaben von Rohrzucker und Ca-Glycerophosphat gefunden. 

6. Das Nahrpraparat Ovomaltine bewirkte fast vollstandiges 
Konstantbleiben der Blutzucker- und Blutphosphorwerte wahrend der 
Arbeit. 
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7. Es wird die Ansicht begriindet, daB das Sinken des anorganische: 
und des sdéureunléslichen Phosphors des Blutes sowie das Steigen des 
saureléslichen Phosphers nach anstrengender Arbeit darauf zuriick- 
zufiihren ist, daB der Phosphor bei der Umwandlung von Fett in Kohlen- 
hydrat oder Verbrennung des ersteren eine wichtige Rolle spielt. 
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Wasserstoffionenkonzentration und Pufferung im Prebsaft 
von Tabakblattern in ihrer Abhingigkeit von der Ernihrung 
und Entwicklung der Pflanze. 


I. Mitteilung. 


Von 
Karl Boning und Elisabeth Boning - Seubert. 


(Aus der Bayerischen Landesanstalt fiir Pflanzenbau und Pflanzenschutz, 
Miinchen. ) 


(Eingegangen am 31. Januar 1932.) 
Mit 11 Abbildungen im Text. 


I. Einleitung. 

Die Frage der Abhangigkeit der Wasserstoffionenkonzentration 
in PflanzenpreBsaéften von auBeren, die Entwicklung beeinflussenden 
Faktoren, unter anderem auch von der Ernahrung, ist nach der vor- 
liegenden Literatur zwar wiederholt behandelt worden, konnte aber 
bis jetzt nicht in eindeutiger Weise beantwortet werden. Selbst die 
zunachst vielleicht einfacher erscheinenden Beziehungen zwischen der 
Reaktion oder dem Kalkgehalt des Bodens und der Aziditét des PreB- 
saftes der in diesem Boden gewachsenen Pflanzen sind bisher nicht 
befriedigend geklart worden. Man hat den Grund hierfiir vielfach darin 
gesehen, daB der Erzielung von einwandfreien Resultaten von Reaktions- 
bestimmungen in PreBsaften zu groBe Schwierigkeiten entgegenstehen. 
Autoren wie Mevius (4) oder Kappen (2) bezweifeln daher iiberhaupt 
die Méglichkeit einer Lésung der Frage nach der Abhangigkeit der 
Zellsaftreaktion vom py-Wert des Bodens mit Hilfe von Reaktions- 
bestimmungen an PflanzenpreBsaften. 


Dem aktuellen py-Wert des Pflanzensaftes und seinen Ver- 
anderungen wird jedoch im vorstehenden Zusammenhang haufig eine 
zu groBe Bedeutung beigemessen, obwohl aus zahlreichen Unter- 
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suchungen bekannt ist, daB die Zellsaftaziditat, soweit es sich nicht un 
Safte aus besonderen Organen, wie z. B. aus Friichten, handelt, nur i: 
verhaltnismaBig engen Grenzen schwankt. Die annahernde Konstan 

der Zellsaftreaktion laBt sich damit erkléren, daB die Stabilitat d 

Kolloide, Quellung und Entquellung, namentlich aber die fermen 
tativen Prozesse an eine bestimmte Konzentration der H-Ionen 
gebunden sind. 

Die Reaktion des Zellsaftes ist nun zwar einerseits von den aus 
der Bodennahrlésung entnommenen und damit auch bis zum gewisser 
Grade von den im Boden vorhandenen Ionen abhangig, andererseits 
aber werden infolge der selektiven Permeabilitaét der Zellmembranen 
nicht alle lonen gleichmaBig aufgenommen, und in der Zelle selbst 
kénnen Veranderungen des py-Wertes durch aufbauende oder abbauende 
Stoffwechselvorginge weitgehend ausgeglichen werden. Eine Ve 
anderung der H-lonenkonzentration im Boden oder Abanderungen 
in der Zusammensetzung der Nahrstoffe, auch bei gleichbleibende: 
aktueller Bodenaziditaét, miissen somit nicht unbedingt entsprechende 
Anderungen der Reaktion im Zellsaft der Pflanze zur Folge haben 
Die Arbeiten von Leuthardt (3), Small und Mitarbeitern (9) haben 
gezeigt, dab man bei ionometrischen Messungen an PrefBsaften zu 
genaueren Vorstellungen gelangen kann, wenn die Untersuchung sich 
nicht nur auf den aktuellen Reaktionswert beschrankt, sondern sic} 
auch auf die Pufferung erstreckt und diese im Hinblick aut 
die in Frage kommenden Puffersysteme analysiert wird. Dir 
Pufferung ist aber vorzugsweise von den in den Pflanzensaften 
enthaltenen schwachen Sauren mit ihren Salzen abhaingig. Da die 
Ernahrung wesentliche Bestandteile dieser Puffersysteme liefert, ist 
zu erwarten, daB ihr Einflu8 mehr und in den Zusammenhangen 
deutlicher' als im aktuellen Reaktionswert in der Pufferung zum Aus- 
druck kommen wird 

Die Pflanzenernihrung ist auf einer Vielzahl von Anionen und 
Kationen aufgebaut, die sich gegenseitig in verschiedener Weise beein- 
flussen. Man kann annehmen, daB im allgemeinen eine deutliche Ein- 
wirkung auf die Pufferung, eventuell auch auf die aktuelle py-Zah! 
nur dann eintreten wird, wenn in bestimmten Nahrstoffzusammen 
setzungen entweder einzelne Ionen vollstandig fehlen bzw. doch nu 
in so geringen Mengen vorhanden sind, wie es zur Erzielung von Pflanzen- 
wachstum unbedingt notwendig ist, oder einzelne lonen in sehr grofe1 
Menge zur Verfiigung stehen. Hierbei sind naturgemaB sowohl dic 
eigentlichen Nahrstoffe als auch die nicht als Nahrstoffe in Frage 
kommenden Anteile der Nahrsalze zu beriicksichtigen. Einseitige: 
Mangel oder einseitige Begiinstigung von Ionen in dem dargebotenen 
Nahrstoffgemisch wirken in gleichem Sinne auf die ganze Pflanze und 
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lamit auf jede einzelne Zelle ein. Falls hierdurch die Aziditat der Zelle, 
insbesondere die des Zellsaftes, beeinfluBt wird, ist die Annahme berech- 
tigt, daB auch in PreBsaften dieselben Veranderungen zum Ausdruck 
kommen. 


Die vorliegende Arbeit wurde angeregt durch Versuche, in denen 
der EinfluB der Ernahrung auf die Empfanglichkeit der Tabakpflanze 
fiir verschiedene Kiankheitserreger gepriift wurde. Die Anschauung, 
daB Abweichungen im Krankheitsbefall und im Krankheitsbild auf 
Unterschiede in der Zellsaftreaktion zuriickzufiihren sein kénnten, ist 
wiederholt geauBert worden; soweit entsprechende Untersuchungen in 
dieser Richtung angestellt worden sind, handelt es sich allerdings vor- 
wiegend um Bestimmungen der Reaktion des PreBsaftes bei ver- 
schiedenen Sorten einer Kulturpflanze, insofern sie Parasiten gegentiber 
ein unterschiedliches Verhalten zeigen. Diese Untersuchungen lassen 
jedoch die ernahrungsphysiologische Seite des Problems auber acht, 
ohne die ein richtiges Verstaéndnis der sich abspielenden Reaktions- 
vorgange nicht mdéglich ist. 


Die vorliegende Mitteilung enthalt nur einen Teil der auf Grund 
der bisherigen Untersuchungen gewonnenen Ergebnisse. 1930 wurden 
wir bei den Vorversuchen unterstiitzt von Fraulein E. Tornow, welche 
in bereitwilliger Weise die Titration von verschiedenen PreBsaften 
iibernahm. Fraulein Steidl fihrte eine Anzahl von Bestimmungen an 
PreBsaften und Béden aus. Beiden Damen sei auch an dieser Stelle 
wairmstens gedankt. 


Die eingehende Verfolgung des Problems wurde erméglicht durch 
die Bereitstellung von Apparaten durch die Notgemeinschaft der 
Deutschen Wissenschaft. Es ist eine angenehme Pflicht, der Not- 
gemeinschaft sowie Herrn Geheimrat Prof. Dr. O. Appel fiir die 
Befiirwortung des Gesuches ergebensten Dank zum Ausdruck zu 
bringen. 


II. Technisches iiber die Versuchsanstellung und Untersuchungs- 
methodik. 


A. Versuchsanstellung. 


Das Ausgangsmaterial fiir die Untersuchungen wurde in Vegetations- 
gefaBen mit einem Inhalt von 4 bis 5 Liter in einem Gemisch aus nahrstoff- 
freiem, kalkfreiem Quarzsand (von Pleinfeld in Mittelfranken), dem Torf 
im Verhaltnis von 5°, des Gewichtes beigemischt wurde, herangezogen. 
Soweit die GefaéBe eine Zugabe von Kalk erhielten, wurde dieser als CaCO, 
gleichmaéBig mit dem Torf—Sandgemisch vermengt. Die iibrigen Nahr- 
stoffe wurden als chemisch reine Salze in Form von Lésungen zugegeben. 
Die Grunddiingung enthielt je GefaB 1g K,O, 1g N, 0,5g P.O; 0,25 ¢ 
MgO, 0,1 g Fe,O, und 4,4g CaO. Je nach der Art des verwendeten 
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Diingesalzes errechneten sich hieraus die aus folgender Zusammenstelluny 
hervorgehenden Mengen!?. 


lg K,O = 185g K,SO, 

= 16 g KCl 

= 2,15g KNO, mit 0.3g N* 
Ig N - 286g NH,NO, 

3.79 g NH,Cl 

= 4,71 g (NH,).SO, 
05g P,O, - 0,82 g Ca(H,PO,), mit 0,2 g¢ CaO 
0,2 g CaO 0,36 g CaCO,** 
4g CaO - 7,14g CaCO, 


0,25 g MgO MgS0O,.7H,O 
0,1 g Fe,O, = 0,35g FeSO,.7H,O 
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Ausgehend von der Grunddiingung wurden die Nahrstoffgaben in 
der Weise abgestuft, daB einzelne Nahrstoffe zum Teil vollstandig weg- 
gelassen, zum Teil in erhéhten Gaben verabfolgt wurden. Die Hohe der 
jeweiligen Mengen kann im folgenden aus der Bezeichnung der Unter- 
suchungsproben entnommen werden, wobei die jedem Nahrstoffsymbo! 
(N = Stickstoff, K = Kali, P = Phosphorséure usw.) beigefiigte Zahl an 
gibt, welcher Bruchteil oder welches Mehrfache des betreffenden Nahr 
stoffes gegeben wurde. Im allgemeinen werden hierbei nur die Symbol 
der Hauptnahrstoffe angefiihrt; nicht angefiihrte Nahrstoffe wurden 
jeweils in Héhe der Grunddiingung gegeben. 

Der Wassergehalt des Bodens betrug 80°, der Wassermenge, die das 
Torf —Sandgemisch zu fassen vermag. Die Bepflanzung der GefaBe erfolgte 
8 Tage nach der Diingung: je GeféB wurden zwei Pflanzen herangezogen. 
Die Versuche wurden, soweit nicht anders vermerkt, mit der Sorte Geudert- 
heimer pfalzischer Herkunft durchgefiihrt. Die Untersuchungen wurden 
kurz vor dem Aufbliihen der Mehrzahl der Pflanzen vorgenommen. nachdem 
die durch die Ernaihrung bedingten Unterschiede in der Entwicklung 
deutlich zu sehen waren. Einige erginzende Untersuchungen erfolgten an 
Freilandpflanzen eines seit 1928 laufenden Dauerdiingungsversuches. 
in dem die drei Hauptnahrstoffe Stickstoff, Kali und Phosphorséure auf 


1 Die in Vorversuchen von 1930 gegebenen Nahrstoffmengen wichen 
in einigen Punkten von obigen Mengen ab, die Abweichungen waren jedoch 
ohne besonderen Einflu8 auf die Versuchsergebnisse. 

* Der Stickstoffgehalt des KNO, ist bei der Gesamtstickstoffgabe 
jeweils in Anrechnung gebracht. 

** Die Gabe von 0,2 g CaO ist lediglich als Ausgleichsgabe mit Riicksicht 
auf die mit der Phosphorsaéurediingung zugleich verabfolgte Kalkmenge 
anzusehen, wobei davon ausgegangen wurde, daB bei Verabfolgung einer 
Phosphatgabe in doppelter Héhe der Grunddiingung gleichzeitig 0,4 ¢ 
CaO mitgegeben wird. Bei Variation der Phosphatmengen wurde jeweils 
soviel CaO zugefiigt, daB in jedem Falle Phosphatkalk und Ausgleichsga!» 
zusammen 0,4 g betragen. Da bei Grunddiingung mit 0,5 g P,O, zugleich 
0,2 g CaO mitgegeben wird, betrigt die Ausgleichsgabe 0,2g CaO. Bei 
der Abstufung der Kalkgaben sind diese Kalkmengen unberiicksichtigt 
gelassen ; es bezieht sich das Symbol Ca infolgedessen nur auf die eigentliche 
Kalkgrunddiingung von 4g CaO. (Cay bedeutet also nur die Fortlassung, 
Ca, nur die vierfache Erhéhung dieser Gabe.) 
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ien einzelnen Parzellen entweder jeweils einseitig fehlten oder im UberschuB 
gegeben wurden. Der Boden des Versuchsfeldes besteht aus humushaltigem, 
lehmigem Sand, der einen hohen natiirlichen Kalkgehalt besitzt. 


B. Untersuchungsmethodik. 


a) Herstellung der TabakblattpreBsiafte. 


Fiir die Versuche von 1930 wurden gleichaltrige Blatter entnommen, 
in Stiicke zerzupft und im Porzellanmérser zu einem Brei zerrieben. Der 
Saft wurde durch ein engmaschiges Stiick Leinentuch mit der Hand ab- 
gepreBt und sofort unverdiinnt untersucht. Wurde der PreBsaft vor der 
Untersuchung filtriert, so ergaben sich weniger saure Werte als bei Unter- 
suchung unfiltrierter Safte; die Differenz zwischen filtriertem und un- 
tiltriertem Saft war aber bei den einzelnen Untersuchungsproben nicht 
immer die gleiche. Die ionometrische Messung muBte bei Untersuchung 
frischer PreBsafte sofort erfolgen, da oft schon nach kurzem Stehenlassen 
Verainderungen in der aktuellen Reaktion eintraten. 


Nachdem Voruntersuchungen ergeben hatten, daB die Bestimmungen 
sich vorteilhaft auch mit abgekochten PreBsaften durchfiihren lassen und 
abgekochter PreBsaft zudem ein gleichmaBigeres Verhalten zeigte, wurden 
die weiteren Untersuchungen meist an PreBsaiften vorgenommen, die durch 
Auspressung im Dampftopf erhitzter Blatter gewonnen wurden. Die 
einzelnen in Leinentiicher eingeschlagenen Untersuchungsproben wurden 
in 1/, Liter fassenden Einmachglisern (Weckglisern) '/, Stunde lang 
sterilisiert. Nach dem Erkalten wurden die Glaser geéffnet; das im Innern 
gebildete Kondenswasser wurde mit dem Leinenbeutel ausgewischt und 
dieser daraufhin in der hydraulischen Presse nach Dr. Kleinmann bei 
200 Atm. Manometerdruck ausgepreBt. (Die mit dem Saft in Beriihrung 
kommenden Teile der Presse bestehen aus rostfreiem Stahl.) Der ablaufende 
Saft war meist klar und veranderte, wenigstens waihrend der zur Unter- 
suchung notwendigen Zeit, den aktuellen Reaktionswert nicht. Durch 
1/,stiindiges Erhitzen in kochendem Wasser lieBen sich PreBsifte, die an 
einem Tag nicht mehr untersucht werden konnten, auch noch fiir den 
folgenden Tag unverandert erhalten. 

Die Abnahme der Blatter erfolgte in der Regel am Vormittag um 8 Uhr. 
Zu dieser Zeit sind die Blatter noch voll turgeszent, auBerdem.sind sie 
auBerlich vollkommen trocken, da etwa bei Sonnenaufgang gebildeter Tau 
bereits verdunstet ist. Bei einer Blattabnahme unter Mittag bis gegen Abend 
muB dagegen, besonders bei sonnigem Wetter, mit erheblichen Turgor- 
schwankungen gerechnet werden. Im allgemeinen kénnen nur Unter- 
suchungen an zu gleicher Zeit abgenommenen Blattern miteinander ver- 
glichen werden, da die Aziditaét des PreBsaftes mit der Tages- und Jahreszeit 
schwankt. 


b) Durchftihrung der pa-Bestimmungen. 


Die Untersuchungen erfolgten vorwiegend mit dem Mikroionometer 
von Lautenschlager. Die verwendeten ElektrodengefaBe lieBen gewéhnliche 
und titrimetrische Bestimmungen mit Mengen von | ccm Saft zu. Solche 
geringe Saftmengen muBten vielfach ausreichen, da das in Versuchs- 
gefaBen herangezogene Material haufig nur verhaltnismaBig wenig Saft 
lieferte, welcher zum Teil noch fiir anderweitige Untersuchungen in Anspruch 
genommen werden muBte. Nun wird es zwar nach den bisherigen Erfahrungen 
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bei titrimetrischen Messungen fiir notwendig erachtet (Leuthardt), von 
groéBeren Saftmengen auszugehen und diese mit geringen Mengen hoch 
konzentrierter Siure oder Lauge zu titrieren, damit die bei der Titration 
erfolgende Verdiinnung des zu untersuchenden Saftes mdglichst gering 
bleibt und bei der Darstellung der Pufferung vernachlassigt werden kann 
Die eigenen Untersuchungen ergaben jedoch, daB die wesentlichen Unter- 
schiede im Verhalten der verschiedenen Safte ebenso bei Titration geringer 
Saftmengen mit stark verdiinnten Titrationsfliissigkeiten (n/25 bzw. n/100 
Lésungen von HCl bzw. KOH) zum Ausdruck kommen. Hierdurch wird 
zwar die Pufferung besonders fiir die nach Zusatz der letzten Saure- ode! 
Laugenmengen ermittelten Titrationswerte zu gering angegeben, abe! 
diese Erniedrigung der Werte hat, wie vergleichende Untersuchungen er- 
gaben, keinen sehr groBen Einflu8 und erweist sich fiir die graphische Dar- 
stellung insofern sogar von Vorteil, als hierdurch das weite Auseinander- 
riicken der Kurvenendpunkte beschrankt wird. 


ce) Ermittlung der Bodenreaktion. 


Die Bodenreaktion der Torf—Sandgemische wurde in folgender Weise 
bestimmt. Nach gleichmaéBiger Durchmischung des GefaBinhaltes wurde 
eine Probe von 200g entnommen und getrocknet. Darauf wurden 20 ¢ 
des lufttrockenen Gemisches mit 50cem frisch ausgekochtem destillierten 
Wasser angesetzt. Da sich bei Wasserzusatz der Sand absetzt, wahrend 
der Torf zum Teil oben schwimmt, lassen sich gleichmaBige Aufschwem- 
mungen solcher kiinstlichen Béden nicht herstellen. Es wurde daher das 
klare Filtrat nach zwei- bis dreistiindigem Stehen der Ansetzung unter- 
sucht. Es handelt sich deshalb nicht eigentlich um Bestimmungen der 
Bodenreaktion nach der bestehenden Untersuchungsvorschrift, sondern 
um Bestimmungen der px-Zahl von Bodenausziigen. Im folgenden sollen 
aber der Einfachheit halber diese Werte als Reaktionszahlen fiir die Boden- 
gemische angesehen werden. 


Ill. Der Einflu8 der Ernihrung auf das Wachstum der untersuchten Pilanzen. 


In bezug auf die Wirkung der einzelnen Nahrstoffe haben die durch- 
gefiihrten GefaiBversuche ergeben', daB die Entwicklung begiinstigt wird. 
wenn Stickstoff in Form von Nitraten zur Verfiigung steht. Ammonium 
wird in maBigen Mengen gut ausgeniitzt und ohne Schadigung vertragen, 
bei héheren Ammoniumgaben tritt jedoch eine Wachstumshemmung ein. 
Kali wirkt am giinstigsten als Nitrat oder als Sulfat. Werden sowohl Kali 
als auch Stickstoff als Sulfat gegeben, so tritt besonders mit steigenden 
Stickstoffgaben eine Wachstumshemmung ein, die auf eine Uberschwemmung 
des Organismus mit Sulfat zuriickzufiihren sein diirfte. Am ungiinstigsten 
fiir die Entwicklung wirkt sich eine Diingung mit Chloriden aus. Wiahrend 
aber die nachteilige Wirkung auf das Wachstum bei Verabreichung von 


1 


Die folgenden Angaben beziehen sich in der Hauptsache auf die mit 
den PreBsaftuntersuchungen in Zusammenhang stehenden Gefi®versuche, 
deren morphologische Ergebnisse lediglich insoweit herangezogen werden, 
wie dies zum Versténdnis der spateren Ausfiihrungen notwendig ist. Es 
eriibrigt sich daher auch ein Eingehen auf die umfangreiche einschlagige 
Literatur. Die hier zum Teil vorweggenommenen Versuchsergebnisse 
sollen an anderer Stelle ausfiihrlicher behandelt werden. 
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Chlorkalium noch eine verhaltnismaBig geringe bleibt und mit zunehmender 
Gabe sogar schwiacher wird, treten bei Verabfolgung von chlorhaltigen 
Stickstoffdiingesalzen, namentlich bei verstarkten Gaben, schwere Schadi- 
gungen auf. Dies diirfte ebenfalls darauf zuriickzufiihren sein, da®B im 
letzteren Falle zu groBe Mengen von Chlorionen in die Pflanze eindringen 
und infolge der Weiterverarbeitung des NH,-lons frei werden, wahrend 
im ersten Falle gréBere Mengen von freien Kaliumionen zur Festlegung 
der Chlorionen zur Verfiigung stehen. Mit steigenden Mengen von Kalk 
wird die Entwicklung der Tabakpflanze gehemmt. Das Fehlen von Kalk 
bedingt ein rascheres Wachstum, namentlich in der Jugend, fiihrt aber 
meist zu einem vorzeitigen AbschluB der Entwicklung und damit zu einem 
zu friithen Verlust der Blatter, wodurch die Gesamtentwicklung geschiadigt 
wird. 

Von besonderen Merkmalen der Blatter bei verschiedener Ernahrung 
sei erwaihnt, daB durch héhere Kalkgaben die Blatter etwas verdickt werden 
und haufig zu leichtem Rollen des Blattrandes nach aufwarts neigen. Mit 
Chloriden gediingte Pflanzen besitzen stark verdickte Blatter und zeigen 
ein mehr oder weniger auffalliges tiitenférmiges Einrollen der  Blatt- 
flachen. AuBerdem sei hingewiesen auf die bekannten Mangelerscheinungen 
bei fehlendem Kali, die in einer Wachstums- und Entwicklungshemmung 
sowie in einem Abwirtsrollen der Blatter und dem Auftreten von chloro- 
tischen und nekrotischen Flecken bestehen. bei fehlendem Stickstoff, die 
sich durch helle Blattfarbe, starren, derben Wuchs und Zuriickbleiben im 
Wachstum bemerkbar machen, und bei fehlender Phosphorsiéure, die in 
einer starken Entwicklungshemmung zum Ausdruck kommen. Kalkmangel 
verursacht ein leichtes Abwelken und rasches Abstehen der Blatter, die 
infolge auftretender Verfarbungen und Vertrocknungserscheinungen vor- 
zeitig absterben. Alle diese Mangelerscheinungen werden in ihrer Auspragung 
beeinfluBt, je nachdem, welche sonstigen Nahrstoffe oder Nahrstoffbestand- 
teile in der Nahrlésung vorhanden sind oder fehlen. So wird z. B. bei Kali- 
mangel und gleichzeitigem Kalkmangel das Auftreten von Nekrosen be- 
giinstigt, waihrend bei gleichzeitigem Vorhandensein von starken Kalkmengen 
sich Kalimangel mehr in Form von chlorotischen Flecken bemerkbar 
macht. Durch eine Diingung mit Chloriden wird das Auftreten von Nekrosen 
bei Kalimangel verhindert, und zwar ohne Riicksicht auf den Kalkgehalt 
des Nahrmediums. Das leichte Abwelken und Vertrocknen der Blatter 
bei unzureichendem Kalkgehalt des Bodens wird durch verstarkte -Diingung 
mit Stickstoff zuriickgehalten, durch gesteigerte Kali- und Phosphorsiéure- 
gaben hingegen geférdert. Die Unterschiede in der Ausprigung der Mangel- 
symptome diirften zum Teil in morphologischen und anatomischen Ver- 
schiedenheiten begriindet sein; im vorliegenden Zusammenhange sollen 
aber diese Verhaltnisse unbeachtet bleiben und nur die physiologischen 
Gesichtspunkte naéher beriicksichtigt werden. 


IV. Ergebnisse der Untersuchungen. 


A. EinflufB der Erndhrung auf die aktuelle Aziditdt der Béden. 


Auf das Verhalten der verschieden gediingten Torf-Sandgemische, 
in welchen die untersuchten Pflanzen herangezogen wurden, soll hier 
nur insoweit eingegangen werden, wie dies zum Verstandnis bestehender 
Zusammenhange mit den* Ergebnissen der PreBsaftuntersuchungen 
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notwendig erscheint. Zudem ergaben sich keine Feststellungen, die 
nicht aus der Literatur iiber die Frage des Einflusses von Diingemitteln 
auf die Bodenreaktion bereits bekannt waren. Im folgenden seien nur 
die Reaktionszahlen der Béden bei AbschluB der Versuche beriick- 
sichtigt. 


Bei Fortlassung der der Grunddiingung entsprechenden Menge 
an kohlensaurem Kalk schwankte der py-Wert des Torf-Sandgemisches 
je nach Ernahrung zwischen 5,36 und 5,86 py. Bei Zugabe von CaCO, 
in Hohe der halben Grunddiingung je GefiB betrugen die entsprechenden 
Werte 6,03 und 6,43 py, bei Verabfolgung der Grunddiingung 6,33 bis 
6,84 pu, bei doppelter Menge 6,54 bis 7,25 py und bei vierfacher Menge 
7,18 bis 7,72 pu. 

Die angegebenen Zahlen sind Grenzwerte auf Grund des gesamten 
Zahlenmaterials; zur niheren Orientierung iiber die Schwankungen je 
nach sonstiger Ernahrung sind einige Einzelheiten solcher Bestim- 
mungen in Tabelle 1 zusammengestellt. 


Tabelle I. 


Aktuelle Aziditét der Bodengemische bei Verabfolgung verschiedener 
Kalkgaben nach AbschluB der Vegetationsversuche. Grunddiingung mit 
K,S0O,, NH,NO, und Ca(H,PO,)p. 





Pu-Zahl in Aufschwemmung mit H,0 bei folgenden 


Nr Diingungsverhaltnis Kalkgaben 
gag FP FD ieee 

Cag Cal), Ca Cay Ca, 
1 KNP 5,86 6,24 6,52 7,13 7,39 
2 Ky NP 5,70 631 6,76 7,25 7,39 
3 K,NP 5,60 6,12 6,40 6,83 7,32 
4 KN}#/,P 5,77 6,39 6,69 7,10 7,34 
5 KN,P 5,69 6,29 6,53 6,54 7,30 
6 KNP}, 5,75 6.43 6,48 7,23 7,72 
7 KNP, 5,82 6.13 6,44 7,13 7,55 


Die Bodenreaktion wurde am starksten nach der sauren Seite bin 
verandert bei vorzugsweiser Verabfolgung der Nahrstoffe in Form von 
Sulfaten, weniger stark bei vorzugsweiser Versorgung mit Chloriden, 
wahrend Nitrate die pa-Zah] der Bodengemische erhéhten. Es ent- 
spricht dies der bekannten Wirkung der physiologisch sauren und 
physiologisch alkalischen Diingesalze. Die Ergebnisse stimmen mit 
den sonstigen Erfahrungen iiberein, nach denen die einzelnen Ionen 
mit verschiedener Intensitét von den Pflanzen aufgenommen werden. 
Wahrend das Chlorion anscheinend in fast gleicher Starke wie das 
zugehorige Kation in die Tabakpflanze eindringt, wird das Sulfation 
in viel geringerem Umfang aufgenommen, es wirkt infolgedessen auch 








Ce et oO 


as kee & > 








die 
eln 
nur 


ck- 


hge 
hes 
10s 
jen 
bis 
nge 


ten 
| je 
im- 


ner 
mit 


) 
) 
4 
t 
) 
, 
) 


Lin 
ron 








Wasserstoffionenkonz. u. Pufferung im PreBsaft v. Tabakblattern. I. 43 


in weit starkerem MaBe bodenversauernd. Von Nitraten wird das 
Anion starker aufgenommen, so daB das zuriickbleibende Kation die 
Bodenreaktion in alkalischer Richtung beeinfluBt. Eine solche Ver- 
anderung tritt jedoch im allgemeinen nicht ein, wenn das Nitrat in Ver- 
bindung mit Ammonium gegeben wird, da in diesem Falle beide Ionen 
in gleicher Weise von der Pflanze aufgenommen werden. 

Bei schwacherer Entwicklung, namentlich bei Kali- und Stickstoff- 
mangel, liegen die py-Zahlen des Bodens im allgemeinen héher als bei 
entsprechend zusammengesetzten Boden, die eine Volldiingung erhalten 
haben. Umgekehrt trat zuweilen mit zunehmendem Gehalt des Bodens 
an Kali- und Stickstoffsalzen eine staérkere Anséuerung nach AbschluB 
der Vegetation ein, soweit durch die steigenden Gaben eine iippigere 
Entwicklung bedingt wurde. Dieses Verhalten diirfte einerseits darin 
begriindet sein, daB bei verminderten Kali- und Stickstoffgaben auch 
die Mengen an Anionen geringer werden, durch deren Zuriickbleiben 
im Boden eine Ansduerung eintreten kann, wihrend mit der Erhéhung 
der Gaben dieser Nahrstoffe und deren staérkeren Aufnahme auch eine 
Anreicherung von Anionen im Boden erfolgt. Andererseits werden bei 
geringerer Entwicklung auch weniger Kationen aufgenommen, wobei 
besonders auch an das Ca-Ion zu denken ist, waihrend bei kraftiger 
Entwicklung auch der Bedarf und die Aufnahme von Kationen 
groBer ist. 

Die py-Zahl in den natiirlichen Béden, von welchen Pflanzen 
fir vergleichende Untersuchungen entnommen wurden, schwankte 
allgemein zwischen 7,8 und 8,0 px, ohne daB hier ein wesentlicher 
KinfluB der Dungung auf die Bodenreaktion nach Abschlu8 der Vegeta- 
tion zu erkennen war. 

In Tabelle II sind einige typische Beispiele von Reaktionszahlen 
verschieden gediingter Boden nach Abschlu8 der Vegetation zusammen- 
gestellt. 

Tabelle 11. 
Aktuelle Aziditét der Bodengemische bei Verabfolgung der Diingesalze 


in Form von Nitraten, Sulfaten oder Chloriden nach AbschluB der Vege- 
tation. Kalkgaben in Hohe der Grunddiingung, P als Ca(H,PO,)». 





Pu-Zahl in Aufschwemmung mit Wasser bei folgender Zusammenstellung 


Diingungs- der Déngesslze 
Nr. verh&ltnis - ol 
eh FF KN¢ , | K:80, K,S0, KCl KCl K Cl 

NH,N fb, IN HNO, wit), 0, NH, Cl NH,NOs (NH,).S0, NH, Cl 

1 KNP 6,62 6,52 5.62 6,08 6,67 6,01 6,03 

2 KyNP 6,76 6,06 6,19 

3 K,NP 6,20 6,40 5,66 5,77 6.45 5,69 5,82 

4 KN?,P 6,81 6,69 6,67 

5 KN,P 620 | 6,53 5,28 615 6,20 5,46 6,20 

6 || KNP4, 6,66 6,48 5,86 5,94 6,47 5,65 5,82 
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B. EinfluB der Erndhrung auf die aktuelle Aziditdét des Prefsaftes. 

Die Abweichungen in der Wasserstoffionenkonzentration von dem 
zwischen 5,4 und 5,6 px liegenden Mittelwert des unverdiinnten Blatt- 
preBsaftes waren im allgemeinen, wie zu erwarten, unter normalen 
Entwicklungsverhaltnissen nicht sehr groB. Das Intervall, in welchem 
die gefundenen Werte von simtlichen Untersuchungen ohne Riicksicht 
auf das Entwicklungsstadium, die auBeren Wachstumsbedingungen 
und die Unterschiede in der Ernahrung schwankten, reichte von 5,0 
bis 6,5 py. Innerhalb dieser Grenzwerte lieBen sich einige haufig auf- 
tretende Abweichungen von der mittleren Reaktionszah] mit besonderen 
Kigentiimlichkeiten der Ernahrung und Entwicklung in Zusammen- 
hang bringen. 

Am auffalligsten wird die aktuelle Aziditaét der BlattpreBsafte 
von dem Alter des Untersuchungsmaterials beeinfluBt. PreBsaifte aus 
jungen Blattern besitzen im allgemeinen eine héhere px-Zahl als solche 
aus voll entwickelten oder alten Blattern. Die Versauerung der PreB- 
sifte nimmt daher mit fortschreitender Entwicklung der Blatter zu. 
So zeigen die Prefsafte aus jungen Blattern verschiedenartig ernahiter 
Pflanzen Schwankungen der py-Zahl zwischen 5,54 und 6,36 py; fiir 
alte Blatter waren die entsprechenden Grenzwerte 5,24 und 6,00 pg. 
Vergleichende Untersuchungen an Freilandpflanzen ergaben fiir Safte 
aus jungen Blattern je nach der Ernahrung Schwankungen zwischen 
5,59 bis 5,98 pu, fiir Safte aus alten Blattern solche von 5,28 bis 5,66 py. 
Der am haufigsten beobachtete Wert lag im ersteren Falle zwischen 
5,6 und 5,9 px, im letzteren Falle zwischen 5,3 und 5,4 py (vgl. Ta- 
belle III). 

Tabelle IIT. 
Aktuelle Aziditaét des Pre8saftes aus sterilisierten Blattern verschiedenen 

Alters. PreBsifte von verschieden gediingten Freilandpflanzen'. 





Pu-Zahl des Prefisaftes von 


Nr. Diingung Messung 1931 s 
am alten Blattern jungen Blattern 
1 K P(N) 8. VIT. 5,34 5,75 
2 KPN, 8. VIL. 5,42 5.84 
3 N P(Ky) 9. VII. 5,56 5,90 
4 NP Ky 9. VIL. 5,32 5,69 
5 KN (Po) 13. VII. 5,35 5,70 
6 KNP, 13. VII. 5,42 5,64 


Fiir die Feststellung von Ernahrungsunterschieden erwiesen sich, 
was iibrigens in gleicher Weise fiir die Pufferung gilt, mindestens aus- 
gewachsene Blatter fiir besser geeignet als jugendliche, noch nicht voll 


1 Grunddiingung: K = 150 kg K,O als schwefelsaures Kali, N = 50 kg 
N als Harnstoff und P = 30 kg P.O; als Superphosphat. 
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entwickelte Blatter. Letztere lassen oft nur geringe oder keine deut- 
lichen Unterschiede erkennen. Erst nachdem die Entwicklung des 
Blattes den der Ernahrung der Pflanze entsprechenden Verlauf ge- 
nommen hat und die besonderen ernahrungsbedingten morphologischen 
und anatomischen Merkmale deutlich ausgepragt worden sind, treten 
auch etwaige Unterschiede in der PreBsaftreaktion klarer zutage. 
Fir die weiteren Ausfiihrungen ist daher das Verhalten von PreBsaften 
aus alteren Blattern zugrunde gelegt. 

Von den verschiedenen, in dem Nahrstoffgemisch enthaltenen 
Kationen l4Bt sich am deutlichsten eine Beziehung zwischen dem 
Carbonatkalkgehalt und der aktuellen pg-Zahl nachweisen. Allerdings 
macht sich ein Unterschied erst dann starker bemerkbar, wenn sehr 
extreme Verhaltnisse im Carbonatkalkgehalt des Bodens vorliegen. 
AuBerdem hat die Beobachtung einer Differenz zur Voraussetzung, 
daB die tibrige Zusammensetzung des Nahrstoffgemisches die gleiche 
ist, der Unterschied in der Diingung sich jeweils also nur auf den Kalk- 
faktor bezieht. Mit dieser Einschrankung haben die Untersuchungen 
ergeben, daB die PreBsifte von kalkarm herangezogenen Pflanzen 
durchschnittlich weniger sauer sind als solche von Pflanzen mit reich- 
licher Kalkdiingung. So lagen z. B. die Schwankungen innerhalb 
einer mit nur geringen Kalkmengen versorgten Ernahruhgsreihe je 
nach der sonstigen Variation der verabfolgten Nahrstoffmengen zwischen 
5,3 und 5,8 px, innerhalb einer mit hohen Kalkgaben herangezogenen 
entsprechenden Ernaihrungsreihe zwischen 5,1 und 5,6 py. Im einzelnen 
lag die Reaktionszahl jedes Gliedes der mit geringen Kalkmengen 


Tabelle 1V. 
Aktuelle Aziditat des PreBsaftes aus sterilisierten Blattern von mit ver- 
schiedenen Kalkgaben gediingten Pflanzen. Phosphorsdéure in allen Fallen 
als Ca(H,PO,)». 





Pu-Zahl des Prefisaftes von Pflanzen 

| 

7 Diingungs- . 
Nr verhaltnis _ Diingung 

K:N: Pp in Form von 


ohne Ca-Gabe mit 4facher Ca-Gabe 


Untersuchung Untersuchung Untersuchung Untersuchung 
am 20. VII. 1931 am7.VIII.1931 am 22. VII. 1931 am8. VIII. 1931 


l Ky NP 5.65 5,80 5,58 5,60 
2) K,NP 5.52 5,69 5,08 5,30 
3 KNP | so, 542 58D 2.2 
4) KN,P NH xd 5,69 5,57 5,17 5,26 
5|| KNP¥, |} * “es 5,42 5,33 5,29 5,21 
6) KNP, 5,40 5.27 5,22 5.24 
7 KNP 5.57* 5,68 5,26** 5,37 
8| KNP | KC] 5, 36* 531 5,26** 5.14 
9|| KyNP NHC 5,66* 5,31 5, 56** 5.39 
10 KNPY, | *™% 5.37* 5.26 5.45** 5.38 


* Untersuchung am 21. VII. 1931. 
** Untersuchung am 23. VII. 1931 
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herangezogenen Reihe um 0,2 bis 0,5 pH tiber der Reaktions- 
zahl des entsprechenden Gliedes der mit Kalk iiberdiingten Reihe 
(Tabelle IV). Beim Vergleich in der sonstigen Ernihrung abweichender 
Glieder der beiden Reihen muB dagegen die obige Beziehung nicht 
erfiillt sein; sie kann auftreten, es kann aber auch der Reaktionswert 
gleich oder das Verhaltnis der beiden Reaktionswerte umgekehrt sein. 
Der Kalkgehalt des Bodens spielt daher in bezug auf den aktuellen 
pu-Wert des PreBsaftes keine beherrschende Rolle, sondern der Einfluls 
des Kalkes gliedert sich in die Wirkungsweise der tibiigen diesen Wert 
bestimmenden Faktoren ein. Diese Einschrankung macht es ver- 
standlich, daB iiber den Einflu8 des Kalkgehaltes im Boden auf die 
Aziditét des PreBsaftes in der Literatur [vgl. z. B. die Zusammen- 
stellung in der Arbeit von Mevius (4)] oft widersprechende Angaben 
gemacht worden sind, da anscheinend die tibiigen Nahrstoffe zu wenig 
beachtet wurden. 

Der EinfluB des Kalis auf die aktuelle py-Zahl des PreBsaftes wird 
in erster Linie dann deutlich sichtbar, wenn dieses Kation in dem Nahr- 
stoffgemisch weggelassen wird. Ohne Kali herangezogene Pflanzen 
zeichnen sich vielfach durch ziemlich hohe py-Zahlen im Vergleich mit 
allen iibrigen einseitigen Abweichungen in der Ernahrung aus. Dabei ist 
es anscheinend ohne besondere Bedeutung, in welcher Form die tibrigen 
Nahrstoffe dargeboten werden. Ein UberschuB8 an Kali hat anscheinend 


keine eindeutige Wirkung auf den aktuellen Reaktionswert des Preb- 
saftes?. 


Von den Anionen des Nahrstoffgemisches macht sich in bezug 
auf die Beeinflussung des aktuellen pg-Wertes die Phosphorsaure gleich- 
falls am deutlichsten bemerkbar, wenn dieser Nahrstoff nur in geringen 
Mengen zur Verfiigung steht. Phosphorsiuremangelpflanzen besitzen 
ohne Riicksicht auf die sonstige Nahrstoffzusammensetzung hdaufig 
stark saure PreBsifte. Ein Uberschu8 an Phosphorsiure bewirkt 
mitunter eine Erhéhung der aktuellen py-Zahl, gegenteilige Fest- 
stellungen lassen jedoch vermuten, daB diese Einwirkung durch ander- 
weitige Faktoren aufgehoben werden kann. 

Die Anionen NO), SO! und Cl’ beeinflussen die aktuelle py-Zah! 
nicht immer gleichmaéBig. So war z. B. mitunter die Gleichheit der 
Wasserstoffionenkonzentration der PreBsifte von Pflanzen mit Grund- 
diingung auffallend, gleichgiiltig, welche von den genannten Ionen 
einseitig in der Nahrstoffzusammensetzung bevorzugt wurden. Unter 
Beriicksichtigung anderer Ernahrungsformen konnte vielfach ein 


1 In zahlreichen Fallen ergaben PreBsaéfte aus Kaliiiberschu8pflanzen 
allerdings gleichfalls weniger saure Werte als PreBsifte aus Pflanzen, die 
Kali nur in Hohe der Grunddiingung erhalten hatten. 
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EinfluB des Sulfations in Richtung auf eine Abnahme, des Cl-Ions, 
manchmal auch des Nitrations, in Richtung auf eine Zunahme der 
Wasserstoffionenkonzentration festgestellt werden. 

Abweichend von den itibrigen Nahrstoffen mu8 die Wirkung des 
Stickstoffs auf die aktuelle Aziditat des PreBsaftes betrachtet werden. 
Stickstoff kann sowohl als Kation wie auch als Anion zur Verfiigung 
stehen. In unseren Versuchen wurde Stickstoff meist in Form von 
Ammoniumnitrat gegeben. NH, bleibt in der Tabakpilanze als einer 
Amidpflanze im allgemeinen nicht erhalten, sondern wird in Asparagin 
umgewandelt; NO’, kann, soweit es nicht direkt in den EiweiBstoff- 
wechsel einbezogen wird, beim Tabak bekanntlich auch als Nitrat 
gespeichert werden. Die Untersuchungen ergaben vielfach, daB mit 
Stickstoff tiberdiingte noch jugendliche Pflanzen einen weniger sauren 
PreBsaft besitzen als gleichaltrige, mit geringeren Stickstoffmengen 
herangezogene Pflanzen. Die héhere py-Zahl des PreBsaftes von Stick- 
stoffiiberschuBpflanzen diifte zweifellos damit zusammenhangen, dab 
durch UberschuB an Stickstoff der Entwicklungsablauf verlangsamt 
wird und damit die Pflanze linger auf einem jugendlichen Stadium 
verharrt, als dies bei gleichaltrigen, weniger reichlich mit Stickstoff 
versorgten Pflanzen der Fall ist. Die héhere py-Zahl des PreBsaftes 
von StickstoffiiberschuBpflanzen ware nach dieser Deutung lediglich 
ein Ausdruck fiir den jugendlichen Zustand der Blattgewebe. 

Von sonstigen Faktoren, die den Reaktionswert des PreBsaftes 
beeinflussen, sei noch auf die Belichtung und die Luftfeuchtigkeit 
hingewiesen. Stark beschattete und feucht gehaltene Pflanzen zeigen 
im allgemeinen nur geringe Unterschiede in der Aziditét der PreBsafte 
ohne Riicksicht auf die Ernihrung ; die py-Zahlen liegen unter derartigen 
Bedingungen aber regelmaBig hoher als die von Pflanzen, die unter 
normalen Belichtungs- und Feuchtigkeitsverhaltnissen herangezogen 
worden sind?. 

Nihere Einzelheiten iiber die GréBe der auftretenden Unterschiede 
mégen der beigefiigten Tabelle V entnommen werden, in der Beispiele 
von aktuellen Reaktionswerten des PreBsaftes verschieden ernahrter 
Pflanzen zusammengestellt sind. Hierzu sei jedoch bemerkt, daB es 
sich um eine Auswahl von Werten handelt. Da nun der aktuelle py-Wert 
des PreBsaftes niemals eine genau konstante GréBe ist, sondern innerhalb 
eines bestimmten Intervalls schwankt, so laBt sich ein vorzugsweises 
Verhalten nur auf Grund wiederholter Untersuchungen feststellen. 


1 Wir méchten uns hier mit diesem Hinweis begniigen und uns vor- 
behalten, in einer weiteren Mitteilung auf die Frage des Einflusses von nicht 
ernihrungsbedingten Wachstumsfaktoren auf die Wasserstoffionenkonzen- 
tration ausfiihrlicher einzugehen. 
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Tabelle V. 
Aktuelle Aziditét des PreBsaftes aus sterilisierten Blattern von verschieden 
gediingten Pflanzen. Kalkgaben in Héhe der Grunddiingung, P gleich- 
maBig als Ca(H,POy,),. 








: Dates Pu-Zahl des Prefsaftes bei folgender Zusammenstellung der 
Diingungs- der Diingesalze 
Nr. verhaltnis Unter- |-——— — — —__—— —___—_—_—-~ 
9> 5 y j )} 
ae NINO, (wits, Nit et NHLNO, wi 80, Niel 
1 KNP 24. VII. 5,32 5,54 5,56 5,45 5,50 5,32 
2 KNP (11.VIII.; 5,38 5, 5,29 5,27 5,34 5,37 
3 KoNP  27.VI1. 5,78 5,88 5,84 
4) KyNP | 11.VI1. 5,54 5,68 
5 || KgNP | 28. VIL. 5,55 6,00 5,63 5,66 5,52 5,55 
6 K,NP 12.VII., 5,38 5,47 5,48 5,35 5,40 5,22 
7 || KNY,P | 27. VIL. 5,55 5,26 
8 | KN'/,P | 11.VIII.|| 5,30 5,25 
9 KN,P | 29. VII. 5,32 5,93 5,65 5,56 5,78 5,81 
10 | KN,P |12.VIIl.) 5,48 5,90 5,52 5.46 5.49 5,52 
11 KNP?,  30.VIL. 5,42 5,50 5,39 5,33 5,63 5,33 
12 || KNP*/, |14.VIII.) 5,23 5,32 5,48 5,03 5,55 5,18 


Jede einzelne Bestimmung mu8 nicht den vorwiegend oder haufig 
eintretenden Fall ergeben. Die wiedergegebenen Zahlen sollen daher 
nicht als Belegmaterial fiir die aus den gesamten Untersuchungen ge- 
zogenen Schliisse betrachtet wer’>n. Auf eine Berechnung von Mittel- 
werten, die anzustreben ist, wurde vorerst verzichtet. weil diese nur 


auf ein sehr umfangreiches, die ‘nh Wachstumsfaktoren beriick- 
sichtigendes, vieljiiriges Zahle bezogen werden kénnen. 
ger 


C. EinfluB der Erndhrun " 1 Pufferung der PreBsdite. 


Unter Pufferung versteht + .1. u"@™intlich den Widerstand, den eine 
Flissigkeit gegen Vorinderungen der Wascerstoffionenkonzentration leistet. 
Zur Bestimmung der Pufferuny, wora.n die Verainderungen des px-Wertes 
nach Zusatz einer starken Saéure oder Lauge aquivalenter Konzentration zur 
Pufferlésung in ein Koordinatensystem eingetragen, und zwar die pu-Werte 
als Abszissen und die zugefiigten Saure- bzw. Laugemengen als Ordinaten. 
Die so erhaltenen Titrationskurven geben zwar schon in ihrem Verlauf 
Anhaltspunkte in bezug auf die Starke der Pufferung, letztere tritt jedoch 
klarer hervor, wenn man sie durch die Tangente des Neigungswinkels der 
Titrationskurve gegen die Abszissenachse ausdriickt. Hierauf beruht die 
Definition des Pufferindex oder der Pufferkapazitét nach van Slyke (8), 
welche GréBe durch die Gleichung 6 = d B/dpx definiert ist. wobei 6 den 
Pufferindex, B die zugefiigte Saure- oder Laugemenge (als Normallésung) 
und px die GréBe des px-Intervalles bedeuten, fiir welches £ als gleich 
anzusehen ist. In der praktischen Anwendung bei der Ausrechnung der 
Pufferindexwerte fiir bestimmte px-Intervalle wird aus dB der obigen 
Formel der folgende Ausdruck: Konzentration der angewendeten Normal- 
lésung mal Volumen der zugefiigten Saéure- oder Laugemenge, dividiert 
durch das Volumen der Pufferlésung (Ausgangsmenge) und aus dpu: die 
durch die zugefiigte Saure oder Lauge bewirkte Veranderung im pu-Wert 
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oder, was dasselbe ist, die GréBe des px-Intervalls, fiir welches f bestimmt 
; werden soll. Die Volumenmengen sind definitionsgemiB auf ein Liter zu 
Sschieden beziehen, fiir die praktische Rechnung kommt es auf das gleiche heraus, 
P gleich- | wenn beide Volumenangaben in Kubikzentimeter eingesetzt werden. Da die 
Indexwerte innerhalb der pxr-Skala variieren, ist es zweckmaéBig, die 





va Pufferung einer Losung in Form einer Kurve darzustellen, die man in der 
Weise erhalt, daB man die Pufferindexwerte als Ordinaten und die zuge- 

—— | hérigen mittleren px-Werte des Bereichs, fiir welches die Indexwerte gelten, 
whee als Abszissen in ein Koordinatensystem eintragt. Die Genauigkeit der 
B-Werte haingt naturgemaéB von der GréBe der pxa-Intervalle ab, fiir welche 

5,32 sie berechnet werden. Nach Small (9) lassen die §-Kurven am besten ihre 
5,37 Eigentiimlichkeiten erkennen, wenn die zugehérigen Indexwerte fiir pu-Ver- 
5,84 anderungen innerhalb von 0,5 pu-Einheiten berechnet sind. Nach unseren 
3,08 Erfahrungen kommt man gleichfalls zu den anschaulichsten Kurvenbildern, 
599 wenn man fiir die Berechnung halbe px-Intervalle zugrunde legt und, von 
cial den Einheiten ausgehend, die Werte fiir alle '/, pH auseinander liegenden 
Punkte der Titrationskurve bestimmt. Samtliche beigegebenen Puffer- 

5.81 indexkurven sind auf diese Weise aus den empirisch gewonnenen Titrations- 
5,52 kurven abgeleitet. Aus den Indexkurven kann die Pufferung innerhalb der 
5,33 verschiedenen pux-Stufen leicht abgelesen werden, hohe Indexwerte be- 
9,18 dingen eine gute, niedrige Werte eine schlechte Pufferung. Wenn auch die 


Pufferung verschiedener Fliissigkeiten im allgemeinen nur zwischen 
haufig | einzelnen begrenzten Ausschnitten der pxu-Skala miteinander verglichen 
daher werden kann, so ist es doch in vielen Fallen méglich, auch allgemein tiber 
den ganzen Verlauf der Kurven etwas auszusagen, namentlich, wenn man 


en ge- ; “ge ‘ 

" it “ die Beurteilung auf das zwischen 3,0 bis 8,0 px liegende Gebiet einschrankt. 

nuneeed Das Verhalten auBerhalb dieser Grer*on spielt ohnedies praktisch keine 

se nur wichtige Rolle und ist daher im folgenden unberiicksichtigt gelassen. 

riick Bevor auf den Einflub - “ihrung auf die Pufferung ein- 

= gegangen werden soll, ist es 1: ne die auf Grund des vorliegenden 
Untersuchungsmaterials gewor ‘ufferindexkurven allgemein zu 
charakterisieren. Die Kurven b n fast alle mit ihrem héchsten 


n ei , ‘ . > 
fg B-Wert an der Grenze des betracntote. Bereichs von 3,0 pa ab. Von 

eistet. ; : , : : ge i 
hier aus senken sich die Kur.°1 und erreichen ihr Minimum mit im 


Vertes 

aaa Vergleich zu den Ausgangswerten sehr niedrigen Zahlen entweder 
Werte schon bei 5,75 px oder erst bei etwa 6,75 pu, jedenfalls ist die Pufferung 
nason. allgemein von etwa 5,5 py ab bereits sehr gering. In manchen Fallen 
nag erfolgt von 6,0 px ab ein leichter Anstieg der Indexkurven, meist tritt 
ls der ein solcher aber erst von 6,75 pu oder 7,0 px ab auf. Soweit Unter- 
it die schiede in der Pufferung verschiedener PreBsafte beobachtet werden, 
re (8), sind diese am gréBten im starker saueren Gebiet, sie vermindern sich 
ae fortgesetzt in der Richtung auf das Minimum, in welchem die Kurven 
eich der einzelnen PreBsafte vielfach zusammenlaufen, mitunter auch sich 
r der kreuzen. Auf der anderen Seite des Minimums wird die Differenzierung 
pigen wieder etwas gréBer, besonders nachdem der Neutralpunkt tiberschritten 
‘mal- worden ist. 

diert 

: die Aus den Untersuchungen von Small und Mitarbeitern geht hervor, 


Wert daB der Vergleich derartiger Pufferindexkurven mit entsprechenden Kurven 
Biochemische Zeitschrift Band 247. 4 
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von bekannten Puffersystemen, deren Vorkommen im PreBsaft auf Grund 
seiner chemischen Zusammensetzung zu erwarten ist, Aufschliisse iiber 
das Zustandekommen und das Ausma8 der Pufferung im PreBsaft zu geben 
vermag. Als wirksame Systeme wurden in Saften verschiedenartiger 
Pflanzen nachgewiesen: Gemische von schwachen Saéuren und schwachen 
Basen mit ihren Salzen, insbesondere organischen Sauren, wie Citronensaure, 
Apfelsiure, Weinséiure, Bernsteinsiure, Oxalsiure, ferner Phosphate. 
Bicarbonate und Aminoverbindungen, wie z. B. Asparagin. Das Vorliegen 
eines bestimmten Puffersystems erkennt man an dem parallelen Verlauf 
der zu analysierenden Kurve mit einer Kurve bekannter Zusammensetzung. 
Insbesondere weisen bemerkenswerte Kurvenpunkte, wie Maxima, Minima, 
Wendepunkte an gleicher Stelle der px-Skala, auf bestehende Ubereinstim- 
mung hin. Bei Vorliegen mehrerer Puffersysteme addieren sich in jedem 
einzelnen pu-Bereich die fiir diesen giiltigen Einzelindizes, je nach ihrem 
prozentualen Anteil. Umgekehrt laBt sich aus einem mehr einer Summations- 
kurve entsprechenden Verlauf der zu untersuchenden Kurve entnehmen, 
daB mehrere Systeme an ihrem Zustandekommen beteiligt sind. 


Die durch Titration von TabakpreBsaften gefundenen Pufferindex- 
kurven lassen nun ihrem Verlauf nach daraut schlieBen, daB einige der 
obengenannten Systeme die Pufferung der Safte bewirken. Small 
hat in seiner zusammenfassenden Arbeit tiber die Wasserstoffionen- 
konzentration von Pflanzenzellen und Geweben eine Anzah] von Index- 
kurven fiir m/10 Lésungen verschiedener Puffersysteme zusammen- 
gestellt, fiir welche die fiir TabakpreBsafte in Frage kommenden Kurven 
fiir Abb. 1 entnommen worden sind. Man erkennt beim Vergleich dieser 


$8 —_—_——_——_—— 








Abb. 1. 


--——-— = Pufferindexkurven fiir m/10 Lésungen nach Small und fiir 1°/gige Lisung 
von Asparagin. 
Abbildung mit den iibrigen beigegebenen Kurvenbildern, daB auch im 
PreBsaft der Tabakpflanze organische Sauren mit ihren Salzen die 
Pufferung wesentlich mitbestimmen. Nach der Literatur finden sich 
in frischen und in getrockneten Tabakblattern erhebliche, je nach der 
Sorte verschiedene Mengen von Apfelsiure, Citronenséure und Oxal- 
saure. Malat, Citrat und Oxalat, namentlich letzteres, beherrschen 
mindestens von 4,5 px ab bis zum Minimum die Pufferung der Tabak- 
blattpreBsafte. In manchen Fallen konnten selbst charakteristische 
Punkte der Oxalatkurve (das Maximum bei 3,8 px und das Minimum 








un 
in 
Te 


Ni 


und 
iiber 
geben 
rtiger 
achen 
aure, 
hate. 
iegen 
arlaut 
zung. 
hima, 
stim- 
edem 
hrem 
‘ions- 
men, 


\dex- 
> der 
ymall 
nen- 
dex- 
nen- 
rven 


leser 


| im 

die 
sich 
der 
xal- 
hen 
ak - 
che 
um 











Wasserstoffionenkonz. u. Pufferung im PreBsaft v. Tabakblattern. 1. 51 


bei 3,2 pu), der Citratkurve (die Ausbuchtung zwischen 5,25 und 6,0 px) 
oder einer aquimolaren Summationskurve der genannten organischen 
Salzsysteme festgestellt werden. Eine Pufferung durch Phosphat 
l\aBt sich fiir jene Falle annehmen, in denen nach einem bereits bei 
5,8 bis 6,0 pu liegenden Minimum wieder ein leichter Anstieg der Index- 
kurven erfolgt. Die zunehmende Pufferung im Bereich von 4,0 bis 
3,0 pu und von tiber 7,0 py ab in alkalischer Richtung diirfte schlieBlich 
auf die Anwesenheit von amphoteren Elektrolyten, besonders Amino- 
verbindungen, wie Asparagin, zurtickzufiihren sein. Die Frage, ob je 
nach der Sorte die in Betracht kommenden Puffersysteme verschieden 
sind, kann auf Grund der bisher gewonnenen Ergebnisse dahin beant- 
wortet werden, daB keine prinzipiellen Unterschiede zwischen den 
untersuchten Sorten bestehen. Selbst Nicotiana rustica zeigt, wie die 
in Abb. 4 dargestellten Pufferindexkurven von PreBsaften dieser anderen 
Tabakart ergeben, dieselben Verhaltnisse, wie sie bei den Sorten von 
Nicotiana tabacum festzustellen sind. 

In bezug auf den EinfluB der Ernahrung auf die Pufferung der 
PreBsafte 1aBt sich zunachst ganz allgemein sagen, daBb die Zusammen- 
setzung des Nahrstoffgemisches sich hier in viel deutlicherem und 
differenzierterem Ausma8 bemerkbar macht, als dies in bezug auf die 
aktuelle Aziditaét der Fall ist. Wahrend bei letzterer Unterschiede 
innerhalb eines ziemlich eng begrenzten Intervalls liegen und nur bei 
ganz extremen Ernahrungsunterschieden sichtbar werden, variiert die 
Pufferung in bestimmten Bereichen der py-Skala unter Umstanden 
betrachtlich, so daB auch geringere Ernahrungsunterschiede zum 
Ausdruck kommen. Namentlich gilt dies fiir den Bereich von 3,0 bis 
5,0 px, in dem die Pufferindexkurven am weitesten auseinander riicken. 

Sehr stark kommt, wie dies auch bei der aktuellen Aziditat der 
Fall ist, der Entwicklungsunterschied in der Pufferung der PreBsafte 
zum Ausdruck. Namentlich im Wirkungsbereich der schwache-Saure- 
Salz-Systeme und der Aminoverbindungen treten erhebliche Verschieden- 
heiten auf. Von 3,0 bis 6,0 py sind jugendliche Blatter wesentlich 
schlechter gepuffert als voll entwickelte und altere Blatter. Der Gehalt 
an organischen Sauren und an fiir deren Bindung verfiigbaren Kationen 
mu daher mit der Entwicklung erheblich zunehmen. Die Unterschiede 
lassen sich bereits aus dem Verlauf der Titrationskurven deutlich er- 
kennen: so sind fiir gleiche Anderungen des py-Wertes bei PreBsiften 
aus alten Blattern im stark sauren Gebiet durchschnittlich doppelt 
bis dreifach so groBe Mengen von Salzsaure notwendig wie bei PreBsiften 
aus jugendlichen Blattern. Von 5,5 py ab in alkalischer Richtung 
werden die Unterschiede zunehmend geringer und verwischen sich zum 
Teil ganz. Bei der Titration von PreBsaften aus ausgewachsenen 
Blattern wird aber auch noch haufig zur Erreichung des Endpunktes 
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um die Halfte mehr an Kalilauge bendétigt als bei Titration von Pref- 
siften aus jugendlichen Blattern (Abb. 2). 
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Pufferindexkurven von Prefs&ften aus jungen und alten Blaittern von kalifrei und reichlich 
mit Kali herangezogenen Freilandpflanzen. Prefsifte hergestellt aus sterilisierten Blittern 
Versuchspflanze Nicotiana tabacum, Sorte Gundertheimer. Bestimmung vom 9. Juli 1931. 


Samtliche fiir die Ernaihrung in Betracht kommenden Kationen 
und Anionen iiben einen deutlichen EinfluB auf die Pufferung aus. 
Die Unterschiede in der lonenwirkung werden im allgemeinen am 
deutlichsten im Bereich von 3,0 bis 6,0 px sichtbar, stehen also in 
engstem Zusammenhang mit dem EiweiB- und Saurestoffwechsel. 
Nur die Einwirkung der Phosphorsaure tritt dariiber hinaus bis etwa 
7,0 px mehr oder weniger hervor. Allgemein besteht hinsichtlich des 
Einflusses der lonen auf die Pufferwirkung mindestens innerhalb des 
Bereiches von 3,0 bis 6,0 px, zum Teil auch dariiber hinaus, die grund- 
legende Beziehung, daB die in der Nahrlésung enthaltenen Kationen 
die Pufferkapazitat erhéhen, die darin vorhandenen Anionen die Puffer- 
kapazitaét herabsetzen. Dieses Verhalten ist leicht verstandlich, wenn 
man beriicksichtigt, daB einerseits das Bindungsver mégen fiir organische 
Sauren von der Menge der zur Verfiigung stehenden freien Kationen 
abhangig ist, andererseits aber die Anionen der starkeren Sauren die 
Kationen festlegen, so daB diese fiir die Bindung von organischen Sauren 


nicht mehr in Betracht kommen. Wenn nun auch die Wirkung der 
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Kationen oder die der Anionen nach ihrer Aufnahme jeweils im Prinzip 
die gleiche ist, so bestehen doch wichtige Unterschiede in der Wirkungs- 
weise der einzelnen Kationen oder Anionen untereinander, besonders 
nachdem sie ihre endgiltige Eingliederung in den Chemismus der Zelle 


1, —— ———- 
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Abb. 3. 


Pufferindexkurven von Prefs&ften aus frischen Blittern. Versuchspflanze: N. tabacum, Sorte 
Gundertheimer. Bestimmung vom 26. August 1931. 
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Abb. 4. 


Pufferindexkurven von Prefisiiften aus sterilisierten Blattern. Versuchspflanze: N. rustica, 
Sorte FD (mittelfrinkische Zuchtsorte). Bestimmung vom 1. Dezember 1931. 


erfahren haben. Derartige Verschiedenheiten sind darauf zuriick- 
zufiihren, daB die einzelnen Ionen innerhalb der Pflanze entweder eine 
Umwandlung erfahren, die ihre Einwirkung auf die Aziditat des PreB- 
saftes ausschaltet bzw. véllig verindert, oder daB sie keine weitere Ver- 
wendung zum Aufbau organischer Substanz finden. AuBerdem er- 
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geben sich Unterschiede aber auch bereits dadurch, daB die einzelnen 
Jonen von vornherein nicht in gleicher Menge in die Pflanze eindringen, 
sondern daB sich deren Aufnahme mit verschiedener Intensitat nach 
den Permeabilitaétsgesetzen und gema der Hofmeisterschen lyotropen 
Reihe volizieht. 

Von den Kationen spielt das Calcium bei der Bindung organischer 
Sauren im PreBsaft eine hervorragende Rolle. Es erklart sich dies 
allerdings auch daraus, daB es der Pflanze iiberwiegend in Form von 
Branntkalk oder kohlensaurem Kalk zur Verfiigung gestellt wird, 
d. h. in basischer Form ohne gleichzeitige Verabfolgung eines starkeren 
Anions, so daB durch diese Ernahrung einseitig die Basenanteile im 


Pufferindex 





Abb. 5. 


Pufferindexkurven von Prefsiften aus sterilisierten Blattern von Kalkmangel- und Kalkiiber 
schuBpflanzen bei Grunddiingung. Versuchspflanze: N.tabacum, Sorte Gundertheimer. Be- 
stimmung vom 23. Juli 1931. 


Nahrstoffgemisch erhéht werden. Ahnlich liegen die Verhaltnisse bis 
zum gewissen Grade auch fiir dasjenige Calcium, das in Form von 
Phosphaten zur Verfiigung steht. Die Pufferkapazitat im PreBsaft 
von mit reichlichen Mengen von kohlensaurem Kalk ernahrten Pflanzen 
ist daher betrachtlich gréBer als im PreBsaft von kalkarm heran- 
gezogenen Pflanzen (Abb. 5). Mit Kalk iiberernahrte Pflanzen zeigen 
insbesondere auch im stark sauren Gebiet von 3,0 bis 4,0 pq eine sehr 
hohe Pufferkapazitét. Diese ist vermutlich auf eine vermehrte 
Anwesenheit von Aminosauren zuriickzufiihren. Eine erhéhte Pufferung 
ist besonders bei solchen Nahrstoffgemischen zu beobachten, die eine 
gewisse Armut an starken Anionen aufweisen!. Wird jedoch die Menge 
an stirker wirksamen Anionen in der Nahrlésung vermehrt oder wird 
das Calcium selbst in Verbindung mit einem solchen Anion dargeboten, 


1 NO! und H,PO){ nehmen eine Ausnahmestellung ein, worauf weiter 
unten eingegangen wird. Es ist in erster Linie an SO) und Cl’ gedacht. 
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0 kann hierdurch die Beeinflussung der Pufferung durch den Kalk- 
gehalt des Nahrmediums in der prinzipiell giltigen Form, je nach der 
Wirkungsweise und Aufnahme der zur Verfiigung stehenden Anionen 
so stark beeintrachtigt werden, daB sie nicht mehr klar in Erscheinung 
tritt, wie dies auch in bezug auf die aktuelle Aziditat der Fall ist. 
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Pufferindexkurven von Prefsiften aus sterilisierten Blattern von Pflanzen mit Grunddiingung 
bei einseitiger Verabfolgung der N&hrstoffe in Form von Nitraten, Sulfaten oder Chloriden. 
Versuchspflanze: N. tabacum, Sorte Gundertheimer. Bestimmung vom 24. Juli 1931. 
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Abb. 7. 


Pufferindexkurven von Prefsiiften aus sterilisierten Blattern von Pflanzen mit Grunddiingung 

und mit verstirkter Kalidiingung bei einseitiger Verabfolgung der N&hrstoffe in Form yon 

Nitraten oder Chloriden. Versuchspflanze: N. tabacum, Sorte Gundertheimer. Bestimmungen 
vom 11. und 12. August 1931. 


Weniger deutlich wie beim Calcium tritt in der Regel der EinfluB 
von Kali auf die Pufferung hervor. Das liegt aber vor allem daran, 
daB Kali meist in Verbindung mit einem starker wirksamen Anion 
gegeben wird, das naturgemaB die an sich bestehende, die Pufferung 
erhéhende Wirkung des Kaliums sehr stark beeintrachtigt. Da aber 
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aus den Kalisalzen der Nahrlésung das Kalium gegeniiber den vor- 
wiegend in Betracht kommenden Anionen SO) und Cl’ der Salze bis 
zum gewissen Grade bevorzugt aufgenommen wird, so wird im all. 
gemeinen auch durch héhere Kaligaben die Pufferung im Bereich von 
3,0 bis 6,0 py im Vergleich zu mittleren Gaben verstarkt. Wird das 
mit dem Kali zusammen aufgenommene Anion, wie dies insbesonder 
fiir NO; gilt, in der Pflanze umgewandelt, so tritt naturgemaB die 
puffernde Wirkung des Kaliums auch bei geringeren Gaben stark 
hervor in dem AusmaBe, wie das Nitrat zur Bildung von Eiweibstoffen 
und Aminoverbindungen Verwendung findet (Abb. 7). 
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Abb. 8. 


Pufferindexkurven von Prefsiiften aus sterilisierten Blittern von unzureichend und reichlich 
mit Kalk gediingten Kalimangelpflanzen. Versuchspflanze: N. tabacum, Sorte Gundertheimer. 
Bestimmungen vom 7. und 9. August 1931. 


Nach der allgemeinen Regel miiBte, wie dies bei Kalkmange]l der 
Fall ist, auch bei Kalimangel eine Herabsetzung der Pufferung zu er- 
warten sein. Dies ist jedoch nicht der Fall, im Gegenteil ist die Pufferung 
bei Kalimangel im schwach sauren Gebiet mindestens ebenso groB 
wie bei mittlerer Kalidiingung, und im stark sauren Gebiet ist sie sogar 
oft betrichtlich gréBer (Abb. 8). Dies muB, wenigstens im Gebiet des 
Saurestoffwechsels, auf geniigendes Vorhandensein von freien Kationen 
und deren Festlegung durch organische Saéuren zuriickzufiihren sein. 
Diese SchluBfolgerung ist ohne weiteres nicht mit dem vorhandenen 
Kalimangel in Einklang zu bringen. Bei Kalimangel fallt zwar mit 
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dem Kaliumion zugleich auch das im Kalisalz enthaltene, die Pufferung 
herabsetzende Anion einer starken Séure fort, aber dies erklart 
noch nicht den mindestens normalen Ernahrungsverhaltnissen ent- 
sprechenden Uberschu8 an Kationen. Ein solcher kann lediglich auf 
die infolge des Kalihungers unzureichende Bildung von Kohlenhydraten 
und den hierdurch bedingten anormalen Stoffwechselverlauf zuriick- 
gefiihrt werden. 

Auf Grund der neueren Arbeiten von Ruhland und Wetzel (7), 
Mothes (6), Engel (1) u.a. tiber die Saurebildung und den EiweiB- 
stoffwechsel in héheren Pflanzen ist bekannt, daB das als Endprodukt 
des EiweiBabbaues entstehende Ammoniak ent weder bei densogenannten 
Saurepflanzen durch gleichzeitig gebildete organische Séuren entgiftet 
oder bei den sogenannten Amidptlanzen (Tabak gehért hierzu) in 
Asparagin umgewandelt wird. Bei Kohlenhydratmangel tritt aber 
auch bei letzteren eine Anhéufung von Ammonium auf, offenbar weil 
nicht alles im abbauenden Stoffwechsel entstehende und aus der Nahr- 
lésung neu aufgenommene Ammonium in Asparagin tibergefiihrt werden 
kann. Wenn in diesem Falle daher eine Bildung von organischen 
Ammoniumsalzen neben vermehrter Anwesenheit von Asparagin und 
anderen Aminosaéuren wahrscheinlich ist, so ist eine mindestens normale 
Pufferung im Wirkungsbereich der organischen Saéuren und eine Zu- 
nahme im stark sauren Gebiet verstandlich. Hiermit steht in/Einklang, 
daB auch bei Kalimangel die Pufferung erheblich geringer wird, wenn 
ein nicht weiter im Stoffwechsel benétigtes Anion einer starken Saure, 
wie das Cl’, z. B. wenn NH,Cl in der Nahrlésung gegeben wird, zur 
Verfiigung steht. Umgekehrt wird die Pufferung dann sehr groB, wenn 
neben NH, auch noch NO, vorhanden ist. Letzteres erfahrt gleichfalls 
eine Umwandlung in NH;,. Bei der Reduktion von NO), sind zugleich 
die Voraussetzungen fiir vermehrte Bildung von organischen Sauren 
gegeben. 

Im iibrigen ist noch bemerkenswert, daB bei KaliiiberschuB haufig 
das Minimum der Pufferung weniger tief liegt als bei Kalimangel oder 
auch bei mittleren Kaligaben. Auch im weiteren Verlauf bis zum 
neuerlichen Anstieg von etwa 7,0 py ab verlauft die Pufferindexkurve 
von PreBsaften starker mit Kali gediingter Pflanzen tiber den ent- 
sprechenden Kurven von mit geringeren Kalimengen herangezogenen 
Pflanzen. Da die Pufferung in diesem Bereich vermutlich durch Phos- 
phate bewirkt wird, liegt es nahe, auf eine Einwirkung von Kali- 
tiberschu8 auf den Phosphorsaurestoffwechsel zu schlieBen. Eine 
solche ist tatsachlich denkbar. Kali, ebenso wie andere stark wirksame 
Kationen, werden das Phosphat starker binden und damit seine Ab- 
wanderung in das Plasma und Umwandlung in phosphorhaltige EiweiB- 
stoffe erschweren. 
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In ahnlicher Weise wie die des Kalis macht sich auch die Kin- 
wirkung des Magnesiums auf die Pufferung geltend. Bei Magnesium. 
mangel wurde gleichfalls eine sehr auffallige Zunahme der Pufferung 
beobachtet (Abb. 9), die bis zum gewissen Grade darauf zuriickzufiihren 
sein kann, daf mit dem Magnesium zugleich ein die Pufferung herab- 
setzendes Anion fortgelassen wird. Dieser Umstand diirfte sich be- 
sonders bemerkbar machen, da das Magnesium zum Aufbau von EiweiB- 
kérpern und des Chlorophylls verwendet wird und damit fiir die Pufferung 
im Saft verlorengeht. 
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Abb. 9. 
Pufferindexkurven von Prefsiften aus frischen Blattern von Pflanzen mit Grunddiingung und 
Magnesiummange!l bei verstirkter Kalkdiingung. Versuchspflanze: N. tabacum, Sorte Gundert- 
heimer. Bestimmung vom 12. August 1930. 


Abweichend von den itibrigen Kationen ist das Ammonium zu 
beurteilen, da es unmittelbar in den EiweiBstoffwechsel der Pflanze 
einbezogen wird. Bei normaler Ernihrung bleibt das NH/-Ion im 
allgemeinen selbst nicht voriibergehend als solches bestehen, sondern 
wird, wie bereits erwahnt, mindestens in Asparagin umgewandelt. 
In dieser Form ist es im Bereich des vorherrschenden Kationeneinflusses 
nicht mehr wirksam. Das Ammonium wird daher in erster Linie durch 
seine Anionen, mit welchen zusammen es im Nahrstoffgemisch vorliegt, 
seinen EinfluB auf die Pufferung geltend machen. AuBerhalb des 
pu-Bereiches von 4,0 bis 6,0 px bei Werten von 3,0 bis 4,0 px und von 
iiber 7,0 pg ab kann es jedoch als Asparagin die Pufferung verstarken, 
was auch tatsachlich vielfach festzustellen ist. 

Von den Anionen fiihrt Chlor die starkste Herabsetzung der Puffer- 
kapazitét im Bereich von 3,0 bis 6,0 py herbei. Die herabmindernde 
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Wirkung des Sulfations ist im allgemeinen eine wesentlich geringere 
(Abb. 6). Diese Tatsache mu8 darauf zuriickzufiihren sein, daB beide 
lonen, wie es der lyotropen Reihe der Anionen entspricht, von der 
Tabakpflanze nicht in gleicher Intensitét aus der Bodennahrlésung 
aufgenommen werden. Der Umstand, daB bei Bevorzugung von Sulfaten 
eine starkere Versauerung des Bodens eintritt als bei Chloriden, spricht 
ebenfalls dafiir, daB das Chlorion fast in ebenso starkem MaBe in die 
Tabakpflanze eindringt wie die Kationen, wahrend das Sulfation in 
der Bodennahrlésung zum groBen Teil zuriickbleibt. Infolgedessen 
muB das Chlorion auch in der Pflanze einen giéBeren Teil der Kationen 
festlegen, als dies durch das Sulfation der Fall ist. 

Abweichend hiervon ist die Wirkung des Nitrations zu beurteilen. 
Es ist bekannt, daB die Tabakpflanze Nitrat speichern kann. In diesem 
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Abb. 10. 


Pufferindexkurven von PreBsiften aus sterilisierten Blattern von Stickstoffiiberschufiptlanzen 
bei einseitiger Verabfolgung der N&hrstoffe in Form von Nitraten oder Sulfaten. Versuchs- 
pflanze: N.tabacum, Sorte Gundertheimer. Bestimmungen vom 29. Juli und 14. August 1931. 


Falle muB auch das Nitrat Kationen binden und damit indirekt die 
Pufferung herabsetzen. Tatsachlich sind mit verstarkten Nitratmengen 
gediingte Pflanzen in der Jugendentwicklung schlecht gepuffert. Da 
aber der gréBte Teil des Nitrats friiher oder spater zu EiweiBverbindungen 
weiterverarbeitet wird, so werden die gebundenen Kationen frei. 
Die Pflanze macht diese durch Bildung von organischen Sauren im 
abbauenden Stoffwechsel unschadlich. Nitrate verursachen daher 
schlieBlich eine sehr starke Pufferung, die anscheinend durch Amino- 
siuren im Bereich von 3,0 bis 4,0 py erhéht wird, wie aus den Be- 
stimmungen an PreBsaften zu verschiedenen Zeiten der Entwicklung 
deutlich hervorgeht (Abb. 10). Diese enge Beziehung zwischen EiweiBb- 
bildung und der Bildung von organischen Salzen (namentlich sei hier 
auch auf die Oxalatbildung hingewiesen) im Nitratstoffwechsel kann 
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durch den Verlauf der Pufferindexkurven jedenfalls sehr anschaulicl, 
zur Darstellung gebracht werden. 

Bei reichlicher Nitratdiingung, wie tiberhaupt bei reichlicher Ver 
sorgung mit Stickstoff, ist allerdings noch zu beriicksichtigen, daB derart 
ernahrte Pflanzen in der Entwicklung gehemmt werden und dahe: 
langere Zeit in einem Jugendzustand zuriickbleiben. Nun sind aber 
PreBsafte aus jugendlichen Organen im allgemeinen schlechter gepuffert 
als solche aus alteren, ausgewachsenen Pflanzenteilen, so daB die besser 
Pufferung, namentlich alterer NitratiiberschuBpflanzen, auch als be- 
sonders hervortretendes Beispiel eines allgemeinen Verhaltens an- 
gesprochen werden kann. Dabei muB aber die Frage vorerst noch 
offen bleiben, ob die auftretenden Unterschiede in der Pufferung von 
PreBsaften aus verschieden alten Blaittern mit der Nitratspeicherung 
und Verarbeitung in Zusammenhang stehen. 

Eine besondere Stellung nimmt auch das Phosphation in bezug 
auf die Pufferung ein. Abweichend von den starkeren anorganischen 
Sauren, welche im Gesamtbereich von 3,0 bis 8,0 py mit ihren Salzen 
keine Pufferung ausiiben, entfalten die Phosphate, von dem Minimal- 
wert bei 4,5 px aus betrachtet, nach beiden Richtungen eine puffernde 
Wirkung, die im Gebiet von etwa 3,5 bis 5,5 py jedoch noch verhaltnis- 
maBig gering bleibt. Infolgedessen setzt auch das Phosphation die 
Pufferung im Bereich des Saéurestoffwechsels herab. Dieses Verhalten 
kann wiederum mehr oder minder deutlich aus dem Verlauf der Puffer- 
indexkurven der PreBsafte abgelesen werden, je nachdem, welche 
Phosphatmengen im Nahrstoffgemisch zur Verfiigung stehen. Bei 
reichlicher Diingung mit Phosphaten wird die Pufferung im Bereich 
von 3,0 bis 6,0 px herabgesetzt, bei geringerer Versorgung macht sich 
ein sehr starker Anstieg der Indexkurven bemerkbar (Abb. 3 und 4), 
was darauf schlieBen laBt, daB bei Phosphatnrangel eine Zunahme, bei 
PhosphatiberschuB eine Abnahme des Gehalts der PreBsafte an organi- 
schen Sauren und Salzen sowie an Aminoverbindungen eintritt. Bei 
Phosphatmangel mu8 infolgedessen ein Baseniiberschuf angenommen 
werden, der darauf zuriickzufiihien sein kénnte, daB die starken Anionen 
des Nahrstoffgemisches Cl’ und SO; nur in sehr geringem Umfange 
von der Pflanze aufgenommen werden. In dieser Hinsicht ist bemerkens- 
wert, daB unabhangig davon, welche sonstigen Anionen im Nahrstoff- 
gemisch vorherrschen, allgemein eine starke Pufferung zu konstatieren 
ist; besonders ist die nur unbetrachtiiche Herabsetzung der Pufferung 
durch Cl’ auffallig (Abb. 11). Nun scheint, nach dem vegetativen 
Verhalten beurteilt, bei Phosphatmangel eine Uberernihrung mit 
Stickstoff einzutreten, was dadurch méglich wird, daB ungeniigend mit 
Phosphorsaéure gediingte Pflanzen stark im Wachstum zuriickbleiben, 
solchen verzwergten Pflanzen aber die gleichen Stickstoffmengen zur 
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Verfiigung stehen wie den mit normalen Phosphorsauregaben versorgten 
Pflanzen. Wir kénnen dann die hohe Pufferkapazitat bei Phosphat- 
mangel ahnlich wie bei Kalimangel durch die Annahme erklaren, dab 
auch bei ungeniigender Phosphatdiingung eine Anreicherung an Amino- 
verbindungen und Ammoniak erfolgt, aber nicht aus Mangel an Kohlen- 
hydraten an sich — im Gegenteil ist bei Phosphatmangel eine An- 
haufung von Starke zu beobachten —, sondern vielleicht infolge einer 
relativ ibermaBigen Aufnahme von NH, und NO) aus der Boden- 
nahrlésung. Diese werden jedoch nicht in so groBer Menge zur Eiweib- 
bildung benétigt und daher wahrscheinlich zum groBen Teil in Asparagin 
umgewandelt. Zum Teil werden sie aber vielleicht auch als Ammoniak 
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Abb. 11. 


Pufferindexkurven von Prefsiéften aus sterilisierten Blattern von Phosphorsiuremangelpflanzen 
bei einseitiger Verabfolgung der iibrigen N&hrstoffe in Form von Nitraten, Sulfaten oder 
Chloriden. Versuchspflanze: N. tabacum, Sorte Gundertheimer. Bestimmung vom 14 Aug. 1931. 


zur Bindung, z. B. der bei der Reduktion von NO; entstehenden organi- 
schen Sauren, verwendet, deren Veratmung infolge der allgemein ge- 
hemmten Entwicklung vielleicht gleichfalls verlangsemt ist. 
Vonetwa 6,0 pyab macht sich die die Pufferung erhéhende Wirkung 
der Phosphate geltend. Solange fiir die Ernahrung normale Mengen 
von Phosphat zur Verfiigung stehen, ]aBt sich ein besonderer Anstieg 
der Pufferindexkurven der TabakblattpreBsafte im Bereich von 6,0 
bis 7,0 pu indes nicht beobachten. Es scheint, daB das zur Verfiigung 
stehende Phosphat in diesen Fallen hauptsachlich zur Bildung von 
Phosphatiden, Phosphorproteinen oder auch ohne organische Bindung 
in das Plasma iibergeht und somit fiir die Pufferung des PreBsaftes 
keine oder nur noch eine entsprechend geringe Rolle spielt. Nur wenn 
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reichliche Mengen an Phosphat zur Verfiigung stehen, wird die Ein 
wirkung auf die Pufferung deutlich erkennbar. Wie in diesen Fille: 
im Wirkungsbereich der organischen Sauren eine Herabsetzung de: 
Pufferung festzustellen ist, so bleibt letztere zwischen 6,0 und 7,0 py 
auch besser.erhalten. Mitunter kann zwischen beiden letzteren Werten 
sogar ein deutlicher Anstieg der Pufferindexkurven beobachtet werden, 
der bei 6,8 px, wie es der Phosrphatkurve entspricht, einen maximale1 
Wert erreicht (Abb. 3). Der bei noch héheren py-Werten zu erwartende 
Abfall der Kurve unterbleibt meist wegen der nunmehr einsetzenden 
Pufferwirkung der Aminoverbindungen. 

Ein ahnliches Verhalten wie bei reichlicher Phosphatdiingung 
lassen die Pufferindexkuiven im Bereich von 6,0 bis 7,0 px meist auch 
bei Stickstoffmangel erkennen. Dies mag damit zusammenhiangen, 
daB bei dieser Ernahiung einerseits ein relativer Phosphatiiberschub 
eintritt, andererseits bei schwacherer EiweiBbildung vielleicht auch 
der Bedarf an Phosphaten im Plasma ein geringerer ist. Umgekehit 
unterbleibt die Phosphatpufferung zwischen 6,0 bis 7,0 py mehr noch 
bei StickstoffiiberschuB als bei Phosphatmangel (Abb. 3 und 4), viel- 
leicht aus dem Grunde, weil bei Stickstoffiiberschu8 das Phosphat im 
Zusammenhang mit der vermehrten EiweiBbildung in besonders starkem 
MaBe in das Plasma iibertritt und dort in nicht elektrolytischer Form 
gebunden wird. Mit zunehmender Entwicklung steigt haufig die Puffer- 
kapazitat etwas an, was darauf schlieBen JaBt, daB entweder neu auf- 
genommenes Phosphat nicht mehr benétigt oder durch den gleichzeitig 
ansteigenden Kationengehalt starker festgehalten oder bereits im 
Plasma vorhandenes Phosphat im abbauenden Stoffwechsel an den 
Zellsaft abgegeben wird. Diese Vorgainge bediirfen jedoch vielfach 
besserer Erforschung, ehe derartige Besonderheiten im Verlauf der 
Pufferindexkurven befriedigend gedeutet werden kénnen. 


V. Zusammenfassung der Ergebnisse und SchluSfolgerungen. 


Auf Grund der vorgenommenen Untersuchungen ubt die Ernahrung 
nur einen beschrankten EinfluB auf die aktuelle py-Zahl des Tabakblatt- 
preBsaftes aus. Dagegen lassen sich in bezug auf die Pufferung je nach 
der Art der Ernaihrung bedeutende Unterschiede nachweisen, aus 
denen vielfach geschlossen werden kann, welche Méglichkeiten der 
Pflanze zur Regulierung des aktuellen py-Wertes innerhalb eines be- 
grenzten Bereiches zur Verfiigung stehen. Im allgemeinen findet sich 
der aktuelle py-Wert des PreBsaftes an der Stelle, an der sich die Puffer- 
wirkung des organischen Saure-Salz-Systems erschépft und die Wirksam- 
keit des Phosphatpuffersystems starker bemerkbar zu machen beginnt. 
Die Pufferindexkurve der PreBsafte zeigt an dieser Stelle vielfach ein 
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Minimum, besonders wenn die Einwirkung des Phosphatpuffers tat- 
sichlich deutlich in Erscheinung tritt. Anderenfalls wird die schwachste 
Pufferung erst bei Werten um 6,75 py erreicht, meistens ist aber auch 
in diesen Fallen der Abstieg der Kurven vom aktuellen Wert bis zum 
wirklichen Minimum nur sehr gering. Es fragt sich nun, ob die im 
einzelnen bei verschiedener Ernabrung zu beobachtenden Unterschiede 
im aktuellen py-Wert des PreBsaftes mit der Pufferung in Beziehung 
gebracht werden kénnen und ob derartige Wechselbeziehungen mit der 
Gesamtentwicklung der Pflanze in mehr oder weniger normaler oder 
pathologischer Richtung in Zusammenhang stehen. Sieht man von 
dem Verhalten jugendlicher Blatter ab, so treten Pflanzenschadigungen 
besonders in zwei Fallen bei relativ hohen py-Zahlen des PreBsaftes 
auf: bei Kali- und bei Kalkmangel, wahrend es bei relativ niedrigen 
pu-Zahlen, wie sie haufiger bei Phosphorséuremangel, Stickstoff-, 
Kalk- oder Chloriiberschu8B vorkommen, mehr zu Wachstumshemmungen 
als zu ausgesprochenen Zellschadigungen kommt. In bezug auf die 
Pufferung besteht keine direkte Beziehung zu den bei héherer oder 
niedrigerer aktueller py-Zahl vorkommenden Schadigungen. Kalkmangel 
verursacht z. B. eine Abschwachung, Kalimangel ein Anwachsen der 
Pufferkapazitat, bei Phosphorsduremangel ist die Pufferung erhdht, 
bei ChloriiberschuB stark herabgesetzt. Es erscheint lediglich die 
SchluBfolgerung méglich, daB weder zu ge1inge noch zu starke Pufferung 
fiir das Ptlanzenwachstum giinstig ist. 

Zu schwache Pufferung tritt dann ein, wenn ein Uberschu8 an 
anorganischen Anionen vorhanden ist, die den gréBten Teil der aus 
der Nahrlésung aufgenommenen Kationen festlegen, so daB basische 
Anteile fiir die Bindung von organischen Sauren nur in geringer Menge 
vorhanden sind. Insolchen Fallen ist es verstandlich, wenn die PreBsafte 
aus reichlich mit Chloriden gediingten Pflanzen 6fters stark saure 
Werte besitzen. Daf SO; in der Regel nicht diese Wirkung hervor- 
bringt, diirfte mit der geringeren und langsameren Aufnahme dieses 
Ions in Zusammenhang stehen, wahrend Cl’ rascher in die Zelle ein- 
dringt und dort eine ahnliche Wirkung hervorruft, wie sie bei der 
Titration in vitro erfolgt. Das Auftreten einer zu hohen fiir die Zelle 
schadlichen Wasserstoffionenkonzentration kann durch Veratmung oder 
durch Reduktion der frei werdenden organischen Sauren verhindert 
werden. Zu starke Pufferung tritt dann ein, wenn ein UberschuB an 
freien Kationen, z. B. als Folge eines Mangels an starkeren Sauren, 
vorhanden ist. In diesen Fallen mu die Pflanze einer Verschiebung des 
aktuellen py-Wertes in Richtung auf den Neutralpunkt durch vermehrte 
Bildung von organischen Sauren oder deren starkere Dissoziation vor- 
beugen. Eine verstarkte Produktion von organischen Sauren kann 
ebenfalls zu einer Ansiuerung des PreBsaftes fiihren. Falls jedoch 
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nur ungenigende Mengen an Assimilaten zur Verfiigung stehen, <j 
die Bausteine fir die organischen Sauren liefern, wird die erschwert. 
Regelung der aktuellen Aziditat in einem Anstieg der py-Zahl zum 
Ausdruck kommen. Im einzelnen ergeben sich hieraus Beziehungen, 
die vielfach nur eine andere Darstellung bekannter Ergebnisse er- 
nahrungsphysiologischer Untersuchungen sind. 

Wenn z. B. bei Kalkmangel haufig eine héhere py-Zahl des Pret} 
saftes bei gleichzeitig schwacherer Pufferung zu beobachten ist, wihrend 
bei KalkiiberschuB sowohl! die aktuelle Aziditaét als auch die Pufferung. 
letztere in besonders starkem Mae, zunehmen, so geht caraus die 
bekannte Tatsache hervor, daB insbesondere Calcium die Produktion 
von organischen Sauren (Oxalsaéure) begiinstigt. Die niedrigere Wasser- 
stoffionenkonzentration bei Kalkmangel laBt sich vielleicht auch noch 
damit erklaren, daB bei Kalkmangel eine raschere und vollstandigere 
Veratmung der organischen Sauren eintritt, was gleichfalls eine Ver- 
schiebung der aktuellen Reaktion des PreBsaftes in Richtung auf 
6,0 pu zur Folge haben kénnte. Fir letztere Annahme spricht auch der 
raschere Entwicklungsverlauf bei unzureichender Kalkdiingung, welcher 
vielleicht auch einen gesteigerten Stoffumsatz zur Folge hat. 


Einer besonderen Behandlung bediufen die bei Kalimangel vor- 
liegenden Verhaltnisse. Der PreBsaft von Kalimangelpflanzen hat bei 
hoher Pufferkapazitét im Bereich des Saurestoffwechsels haufig sehr 
wenig saure aktuelle Reaktionswerte des PreBsaftes. Es darf an- 
genommen werden, das bei Kalihunger infolge der durch das ’ 
von Kali bedingten Armut an Kohlenhydraten eine ~..u..ufung 
neu aufgenommenem und bei der Desaminierung entstehendem Ammo- 
niak eintritt, welches nur zum Teil in Asparagin und andere Amino- 
siuren oder in EiweiBstoffe umgewandelt werden kann. Das restliche 
Ammoniak mu8 die Pflanze ebenso wie andere Kationen zur Saure- 
bildung zwingen. Diese Einwirkung sowie die verstarkte Produktion 
von Aminoverbindungen kommt in der Pufferung deutlich zum Aus- 
druck. Es scheint aber die gebildete Menge an organischer Saure, auch 
wenn wir die starkst dissoziierte annehmen, haufig nicht auszureichen, 
um eine Erhéhung der aktuellen py-Zah] zu verhindern!. 


Morphologisch betrachtet, treten die Merkmale des Kalimangels 
am starksten hervor, wenn gleichzeitig nur geringe Mengen von Kalk 
im Nahrmedium enthalten sind. Dies dirfte damit zusammenhangen, 


1 Die vielfach festzustellende Erhéhung der px-Zahl bei Kalimangel 
kann vielleicht auch damit zusammenhangen, daB bei geringerer Wasser- 
stoffionenkonzentration die NH,-Tension eine héhere ist, so daB hierdurch 
ein Entweichen von Ammoniak in Gasform begiinstigt wird. (Vgl. Klein 
u. Steiner, Jahrb. f. wiss. Bot. 68, 602, 1928.) 
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daB in diesem Falle die Pufferung fast ausschlieBlich auf dem Gehalt 
an organischen Ammoniumverbindungen beruht und daB NH, un- 
gehindert permeieren kann. Infolgedessen ist eine ungiinstige Ver- 
schiebung der aktuellen Aziditaét in alkalischer Richtung, falls nicht 
ein Uberschu8 an organischen Saéuren gebildet werden kann, leicht 
moglich. KalkiiberschuB setzt dagegen die Permeation von NH, herab 
und begiinstigt die Bildung von organischen Sauren. Dadurch wird 
eine zu starke Erhéhung der py-Zahl leichter verhindert. Hiermit 
mag die etwas geringere Empfindlichkeit mit Kalk reichlich gediingter 
Kalimangelpflanzen in Beziehung stehen. Das Nichtauftreten von 
Kalimangelnekrosen, wenn Chlor in gréBeren Mengen im Nakhrstoff- 
gemisch zur Verfiigung steht, ist zweifellos mit darauf zuriickzufiihren, 
daB NH, in diesem Falle gréBtenteils durch die starke Saure fest- 
gelegt wird und infolgedessen nur in geringerem Grade die Bindung 
durch organische Sauren notwendig macht. Daher dirfte die Pflanze 
in diesem Falle nicht von einer zu starken Erniedrigung des py-Wertes 
bedroht sein. 

Ebenso wie bei Kalimangel war auch bei Phosphatmangel meist 
eine sehr hohe Pufferung der PreBsafte, namentlich im stark sauren 
Gebiet, festzustellen. Die Wasserstoffionenkonzentration neigte aber 
in letzterem Falle mehr nach der sauren Seite des Schwankungsbereichis. 
Bei verminderter Phosphorsdurezufuhr tritt an sich kein Kohlenhydrat- 
mangel ein, aber die enzymatische Tatigkeit wird anscheinend, wenig- 
s* ns in bezug auf den Starkeabbau stark herabgesetzt!. Da bei Phos- 

was " «1h die duBere Entwicklung gehemmt ist, liegt es nahe, 
wuf tragen Stoffwechsel ganz allgemein zu schlieBen. Die Anhaufung 
von organischen Saéuren als Produkte einer unvollstandigen Oxydation 
ware daher verstandlich. Die anscheinend aus dem Nahrstoffgemisch 
reichlich aufgenommenen NH,-'und NO,-Ionen dinften zugleich eine 
Anhaufung von Aminoverbindungen und Ammoniak bewirken. Die 
starke Zunahme der Pufferung ware nach dieser Deutung mit der ver- 
mehrten Bildung von Aminosduren und der Entstehung von organischen 
Ammoniumsalzen zu erkléren. Diese médglicherweise bestehenden 
Beziehungen sollen indes nur angedeutet werden, da iiber die tat- 
sichlichen Verhaltnisse nur die chemische Analyse Auskunft geben kann. 

Gegen eine itibermafige Verringerung der Wasserstoffionen- 
konzentration kommt in der Hauptsache der Widerstand in Betracht, 
der bei Werten iiber 6,0 px durch Phosphate hervorgerufen werden kann. 
Die Untersuchungen haben allerdings ergeben, daB im Bereich von 
6,0 bis 7,0 px die Pufferung meist gegenitiber dem zwischen 5,0 und 6,0 px 


1 Das Verhaltnis Zucker : Starke ist nach noch nicht ver6éffentlichten 
eigenen Untersuchungen bei Phosphorséuremangel ein sehr niedriges. 


Biochemische Zeitschrift Band 247. 5 








0 een neces nm 








aren 


ree eS 


papiageenee 


66 K. Boning u. E. Béning-Seubert: 


erreichten kleinsten Wert nicht wesentlich zunimmt. Nur bei Phosphat- 
iiberschuB, in abgeschwachter Form auch bei Stickstoffmangel und 
KalitiberschuB, macht sich die Pufferwirkung des Phosphats deutlicher 
geltend. Dieses Verhalten wird verstandlich, wenn man beriicksichtigt, 
daB das Phosphat wohl zum gréBten Teil am Aufbau des Plasmas in 
organischer Bindung beteiligt ist und daher nur in beschrinktem 
Umfange, soweit es unverdndeit als lon erhalten bleibt, eine Puffer- 
wirkung austben kann. 

Wenn aus den vorliegenden Untersuchungen wichtige Beziehungen 
zwischen aktueller Aziditat und Pufferung des PieBsaftes einerseits 
und ernahrungsphysiologischem Geschehen andererseits abgeleitet 
werden konnten, so darf erwartet werden, daB auch die Pflanzen- 
pathologie entsprechende Aufschliisse aus ionometrischen Bestimmungen 
von PreBsaften erhalten kann. Abgesehen von ernihrungsphysiologi- 
schen Stoffwechselstérungen nichtparasitérer Natur, welche direkt 
mit dem ,,normalen‘ Stoffwechsel verglichen werden kénnen, eréffnen 
sich auch fiir die Mykologie und Bakteriologie neue Wege zum Ver- 
standnis des Verhaltens von Parasiten auf verschieden ernahiten 
Pflanzen. Pflanzliche Parasiten greifen je nach ihren Ernahrungs- 
anspriichen stérend in den Kohlenhydrat- oder EiweiBstoffwechsel ein; 
solche Einwirkungen miissen je nach den bestehenden Pufferungs- 
verhaltnissen und der Aziditat der Zellsifte zu verschiedenen Folge- 
erscheinungen fiihren. Dabei wird im allgemeinen die Beriicksichtigung 
der aktuellen Aziditaét allein nicht ausreichen, wie es in den bisher 
vorliegenden Untersuchungen tiber diese Fragen meist geschehen ist, 
sondern derartige Bestimmungen erhalten erst eine Bedeutung, wenn 
auch die Pufferung, die ihr zugrunde liegenden Systeme und schlieBlich 
die sie hervorrufenden Bedingungen innerhalb und auBerhalb der 
Pflanzen in Betracht gezogen werden. Der relativ geringe Wert von 
Untersuchungen, die sich auf ‘Bestimmungen der aktuellen py-Zah] 
beschranken, erhellt schon daraus, daB das Gedeihen der Parasiten 
zumeist nicht an ein so beschranktes py-Intervall gebunden ist, wie 
dies in bezug auf den normalen Ablauf der Lebensvorginge in den 
Zellen der Wirtspflanze der Fall ist. Die Beriicksichtigung der Pufferung 
laBt dagegen vielfach bereits ohne direkte Versuche Schliisse auf das 
Verhalten der verschieden ernahiten Pflanzen Parasiten gegeniiber zu. 
So ist z. B. der oft besonders starke Parasitenbefall von Kalimangel- 
pflanzen verstandlich, wenn man beriicksichtigt, daB sich der aktuelle 
pu-Wert des PreBsaftes dieser Pflanzen infolge eines NH,-Uberschusses 
sehr leicht in alkalischer Richtung verschieben kann und daB der 
PreBsaft zahlreiche fir den Krankheitsereger in Frage kommende 
Nahrstoffe in einer Form enthalt, in der sie sich die Parasiten leicht 
aneignen kénnen. 
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In anderer Weise wird der EinfluB verstarkter Phosphatgaben 
zu beurteilen sein, die einer Erhéhung des aktuellen py-Wertes ent- 
gegenwirken und damit vielleicht eine Resistenzerhéhung hervorrufen. 
Die die Widerstandskraft vermehrende Wirkung starkerer Phosphat- 
diingung, wenn nicht zugleich ein UberschuB an Stickstoff vorliegt, 
ist vielfach beobachtet worden. 

Neben der eigentlichen Ernahrung spielt naturgemaB auch der 
KinfluB der tibrigen Wachstumsfaktoren bei einem Parasitenangriff 
eine groRe Rolle. Wenn z. B. durch ungiinstige Belichtungsverhaltnisse 
bei hoher Luftfeuchtigkeit eine Erhéhung des aktuellen py-Wertes 
bewirkt wird, so kann dies fiir manche Parasiten eine Begiinstigung 
bedeuten, sei es dadurch, daB sie selbst bei geringerer Wasserstoff- 
ionenkonzentration besser gedeihen, sei es dadurch, daB sie die Wirts- 
zelle durch Eingriffe in das Puffersystem und dadurch ausgeléste starke 
Reaktionsanderungen abtéten: Es muB hier geniigen, einige An- 
deutungen zu geben; wir werden auf diese Fragen noch genauer im 
Zusammenhang mit den Ergebnissen unserer Untersuchungen mit 
erkrankten Pflanzen und mit Kulturen von Parasiten zuriickkommen. 
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Eine neue Methode zur Stoffwechselmessung an Gewebekulturen 
nach dem Prinzip der Wirmeleitfihigkeit. 


Von 
Erwin Tiedemann und Albert Fischer. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie. Gastabteilung Dr. A. Fischer 
aus Kopenhagen, Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 3. Februar 1932.) 
Mit 12 Abbildungen im Text. 


Die Messung des Wachstums von Gewebekulturen in vitro wurde 
bisher durch die planimetrisch gemessene Flachenausbreitung der Zell- 
kolonie an der Oberflache des Kulturmediums bestimmt [£beling (1), 
Buch-Andersen und Fischer (2)|. Die Flichenmessung gibt nicht un- 
mittelbar die Menge neu gebildeten Gewebes an. Denn die Wachstums- 
bilanz einer Gewebekultur setzt sich aus einer ganzen Reihe Faktoren 
zusammen, von denen nur einzelne erfa2t werden kénnen [Edmund 
Mayer (3)]. Eine Methodik zum Herauslésen des Gewebes aus dem 
Plasmanahrboden mit darauffolgender Trocknung und Wagung ist 
schon von Rolf Meier (4) angegeben. Diese Methode gibt uns jedoch 
nur den Endwert. Mit der Wagung ist die Wachstumsperiode und der 
Versuch selbst beendet. Derselbe Verfasser bestimmte den Sauerstoff- 
verbrauch der Gewebezellen nach Absorption der Kohlensaure mit 
Kalilauge mittels der Warburgschen Methode. Die Messung wurde 
nach Ablauf von etwa 3 Tagen ausgefiihrt, indem die Gesamt-CQ,, 
die sich in einer Versucisperiode von 3 Tagen entwickelt hat, bestimmt 
wurde. Diese Versuchsanordnung gibt uns nach Ablauf der Experi- 
mente auch nur einen Endwert. In jiingster Zeit ist eine neue Methodik 
von Lipmann (5) unter Benutzung des Stoffwechselanstiegs als Mai 
der zuwachsenden Gewebemenge angegeben worden, und zwar unter 
Bedingungen, die eine kontinuierliche Messung des Sauerstoffverbrauchs 
gestatten. Nun stellt die kontinuierliche Fortnahme der CO, einen 
gewissen Eingriff in die Lebensvorginge dar. Hierdurch wird das 
Gleichgewicht des Bicarbonat-CO,-Systems gestért. Selbst wenn ein 
Phosphatpuffersystem als Ersatz sich hierfiir als ziemlich brauchbar 
erwiesen hat, kann man doch sagen, daB die Bedingungen nicht ganz 
physiologisch sind. 
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Hier soll tiber eine physikalische Methode berichtet werden, die 
anche Vorteile fiir unsere Zwecke bietet, indem die CO,-Bildung 
hhne Entfernung aus dem Gasraum direkt gemessen werden kann. 
\uBerdem bietet die Methode den erwiinschten Vorteil, kontinuierliche 
Messungen der CQ, anzustellen; bei Kombination mit einem Druck- 
messer auch die Méglichkeit, den Sauerstoffverbrauch in einem Versuch 
zu messen. Wir wahlten die Methode der Messung der Warmeleit- 
fahigkeit der Atmungsatmosphare, weil andere physikalische Kon- 
‘tanten, die sich mit der Zusammensetzung eines Gases andern, nicht 
so relativ einfach zu messen sind?. 


Es existieren zahlreiche Arbeiten, die auf der Anwendung des Schleier- 
macherschen Prinzips beruhen; industriell wird die Methode im groBen MaB- 
stabe angewendet [(6)* (7) (8)].. Allen gemeinsam ist die Verwendung von 
zwei (oder vier) Platindrahten, gleich lang, gleich stark, und von sehr gleich- 
artiger Beschaffenheit (physikalisch rein), die zu je zweien hintereinander ge- 
schaltet von demselben Heizstrom auf dieselbe Ubertemperatur gebracht 
werden. Der eine Draht ist von der zu messenden Gasart umgeben, der 
andere Draht von einem méglichst aéhnlich zusammengesetzten Vergleichs- 
gas konstanter Zusammensetzung. Beide Gase haben déuBerst genau die 
gleiche Umgebungstemperatur, was am einfachsten durch Unterbringung 
der beiden Gase in einem gemeinsamen Metallblock geschieht. Andert 
sich die Zusammensetzung der zu messenden Gasart und damit ihre Wiarme- 
leitfahigkeit, so andert sich die Ubertemperatur dieses Drahtes (in positivem 
oder negativem Sinne), gleichzeitig damit aber sein Widerstand?. Diese 
Widerstandsainderung mi8t man in bekannter sehr genauer Weise, indem 
durch Zuschalten zweier Widersténde, eines konstanten und eines variablen, 
sowie eines hochempfindlichen Galvanometers, die beiden Platindrihte in 
eine Wheatstonesche Briickenschaltung eingebracht werden. 

Wir maBen nicht die Ausschlige, sondern kompensierten auf Null; 
in der Folge wird der Ausdruck ,,Ausschlag** aus Bequemlichkeitsgriinden 
beibehalten. 

Selbstverstaéndlich kann man nur quantitative Messungen von quali- 
tativ bekannten Gasmischungen machen. Ferner mu8B man sich durch 
Versuche oder aus Literaturangaben iiberzeugen, ob die Mischungskurve 
der Warmeleitfahigkeit Jer fraglichen Gasgemische linear oder nach einer 
anderen Funktion verlauft. / 

Unsere Aufgabe bestand darin, eine Apparatur zu entwickeln, die 
den obwaltenden, teilweise recht schwierigen physikalischen Be- 
dingungen gewachsen, zuverlassig und bequem im Betrieb, leicht zu 
reparieren, nicht zu schwer, in gewissem Sinne robust und biologischen 


1 Fir die Anregung zu diesem Prinzip sind wir Herrn Geheimrat 
F. Haber und seinem Mitarbeiter, Herrn Privatdozenten Dr. P. Harteck, zu 
groBem Danke verpflichtet. 

* Wir beziehen uns in biologischer Hinsicht nur auf die kirzlich er- 
schienene Arbeit von Stiles und Leach. 

2 Bei Platin infolge seines groBen Temperaturkoeffizienten der Leit- 
fahigkeit stark. 
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Methoden angepaBt (z. B. auch schiittelfahig) und doch in der Anzeig 
so empfindlich ist, daB sie auf die geringfiigigen produzierten CO. 
Mengen reagiert. AuBerdem war Vorsorge zu treffen, daB die Apparaty, 
ohne weiteres anstatt an ein Galvanometer an eine automatiscl) 
Registriervorrichtung angeschlossen werden konnte. Nur unter diese; 


Voraussetzungen ist anzunehmen, daB eine Vorrichtung, der als 
physikalischer leicht der Ruf der schwierigen Behandlung usw. voraus 
gehen kénnte, sich im allgemeinen Gebrauch einbiirgern wird. 

In den Apparaturen, die mit Manometern und Absorptionsvorrichtungen 
ausgeriistet sind, sind die Kulturen in 4 bis 5 cem fassenden GefaBchen unte: 
gebracht, die auBer einem Gasableitungsschliff einen sogenannten Hahn 
stopfen tragen, der es gestattet, durch Drehen um 180° das GefaiB mit det 
Atmosphare in Verbindung zu bringen. Das Absorptionsmittel Kali 
lauge ist so in einem Anhang untergebracht, daB es im gegebenen Augen 
blick mit der Atmungsatmosphaére in Verbindung gesetzt werden kann 
Uber dem Hauptstopfen schlieBt sich ein zweimal rechtwinklig gebogenes 
Kapillarrohr an, daB in ein Manometerrohr mit Millimeterteilung iibergeht. 
dessen anderer Schenkel voéllig symmetrisch eine der ersten gleichartige 
Vorrichtung tragt (Differentialmanometer). Das Manometer ist auf einem 
Brett befestigt, das ein Motor mit Pleuelstange und Exzenter etwa 90 mal 
pro Minute um 20 bis 30° aus der senkrechten Ruhelage schwingen laBt. 
Das Manometerbrett schwingt auBerhalb eines elektrisch beheizten (39°), 
automatisch regulierten Wasserthermostatenkastens parallel zu dessen 
Wand, so da8B die beiden KulturgefaiBe sich innerhalb des Wassers befinden 
(Warburg-Apparatur). 

Wir hielten es fiir das zweckmaéBigste, uns im Prinzip an diese An 
ordnung anzulehnen. Es muBten also die KulturgefaéBe und die Gaskammern 
mit einem Teil der elektrischen Einrichtung im Wasserbad untergebracht 
werden, durch einen starken Metallwinkel an der Riickseite eines Mano 
meterbrettes befestigt, das in eine Warburgsche Schiittelapparatur ein 
gebaut ist. Die spatere Anbringung eines Manometers ist vorgesehen. 

Entsprechend den oben entwickelten Gedankengingen bohrten wi! 
die Gaskammern fiir die beiden MeBdrihte nicht, wie sonst in der Literatur 
angegeben, aus einem Block aus, sondern trennten die beiden Gaskammern 
als .,.Elemente‘* voneinander. Zwei Elemente wurden in einem langs 
durchschnittenen Block, der in beiden Halften entsprechende Vertiefungen 
enthalt, eingesetzt und durch kraftige Schrauben so angepreBt, daB sie in 
guten metallischen Kontakt mit dén Blockhalften und damit auch unter 
einander kamen (Abb. 1). Durch diese Anordnung erleichtert sich die 
Praparierung der MeBkammern (Draht einziehen usw.) ganz auBerordentlich, 
und man hat auBerdem die Méglichkeit, ein MeBelement fiir den Fall eines 
Schadens in Reserve zu halten', so daB man bald nach dem Auswechseln 
die Versuche fortsetzen kann. Der Block, der die beiden MeBelemente 
beherbergt, ist so in einem zuschraubbaren, lainglichen Kupferkasten mit 
Dichtung befestigt, daB dieser den Block von vier Seiten fest umschlieBt 


1 Ubrigens bietet die Herstellung der Elemente aus gezogenen Rohret 
an Stelle der Ausbohrung aus gegossenem Material noch den Vorteil, dai 
ersteres an sich homogen ist, wahrend letzteres porés sein kann (vgl. Stiles 
u. Leach, S. 468). 
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in den beiden anderen Seiten sind Hohlraume geschaffen, in die die Elemente 
ineinragen. Hier miinden auch die Metallréhren. die die elektrischen Zu- 
ihrungen fiir die MeBdrahte gut isoliert tiber den Wasserspiegel des Thermo- 
taten hinausbringen (Abb. 1). Gleichzeitig wird der entstehende Luftraum 





























Abb. 1 





dazu ausgenutzt, um entsprechend der Briickenschaltung zwei Enden der 
Me8drahte miteinander zu verbinden, so daB am unteren Teile des Kastens 


nur eine Metallréhre (zur Hochfithrung des Galvanometer- 
anschlusses) erforderlich ist (Schaltschema Abb. 2). ‘Der 
Deckel des Kastens tragt zwei Tuben, die iiber die Wasser- 
flache hinausragen. Sie dienen dazu, den Uberdruck aus- 
zugleichen, der durch Eintauchen des Apparats in das 
warme Wasserbad entsteht; auBerdem kann man hier 
Luft oder Gasmischungen einleiten und eine Chlorealcium- 
rohre ansetzen. 

Die Elemente tragen an jedem Ende je einen Gas- 
auslaB in Form einer senkrecht aufgesetzten starken RGhre 
mit 4mm Bohrung, die mit dem Innern der MeBréhre 
kommuniziert. An den Enden tragen diese Roéhren 
Metallschliffe; hier werden die Glasteile mit Glasschliffen 
angesetzt. Diese Réhren sind grob in entsprechende 
metallische Zylinder in der Grundplatte des Kastens so 
eingepaBt, daB die MeBelemente sich nach Losung der 
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elektrischen Verbindung mit einem Griff herausziehen lassen. Die A} 
dichtung des Kasteninnenraumes gegen das AuBenwasser an diesen vir 
EinpaBstellen geschieht mit einem hoéherschmelzenden Hahnfett. 
Beschreibung der MeBelemente. Eine 5mm starke Kupferréhre 
(Abb. 3) mit 2 mm lichter Bohrung, 87 mm lang, ist an beiden Enden ai 
eine Linge von je 2mm konisch zugespitzt. Je eine 8 mm starke, 10 m: 
lange Kupferréhre K mit 3mm Bohrung ist an beiden Enden so angelétet 
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Abb. 6. 








daB der konische Teil der langen Réhre in die 3 mm Bohrung hineinragt. 
Jeder dieser ,, K6pfe‘ tragt zwei Bohrungen, an je einer derselben, die um 
90° voneinander entfernt sind, ein sogenannutes Fenster! eingelétet ist, 
das eine Anvisierung des axial eingespannten MeBdrahtes in der Weise ge- 


' Spezialtechnik: hergestellt aus einer 4mm langen, 4mm _ weiten 
Kupferréhre mit '/;) mm Wandstarke, mit Glas vollgestopft und an beiden 
Enden planparallel geschliffen. Cberraschenderweise lassen sich derartige 
Fenster ohne Sprung gasdicht einléten. 
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stattet, daB er von jeder Seite gesehen in der Mitte der von den beiden 
..Spitzen® gebildeten (2mm voneinander entfernten) Punkte erscheint, 
bzw. in diese einreguliert werden kann (Prinzipschema Abb. 4, schematische 
Ansicht des Drahtes im Fenster Abb. 5). Die zweite um 90° von der anderen 
entfernte Bohrung tragt den bereits 8.71 erwaihnten GasauslaB G mit 
angearbeitetem Metallschliff S. Dieser gestattet eine Beobachtung in 
gleicher Weise wie ein Fenster, ersetzt also ein solches. In eine an den 
K6pfen befindliche konzentrische Nut ist je ein 10 mm langes Stiick eines 
diinnwandigen Tombakspiralschlauches 7’ von 6mm lichter Weite an- 
gelétet, das seinerseits wieder einen 6 mm lichten Messingzylinder Z von 
2mm Wandstarke und 5mm Linge mit auBen aufgeschnittenem Gewinde 
in Létverbindung trigt. Jeder Kopf traigt auBen ein Gewinde, und zwar 
der eine Kopf des Elements Rechts-, der andere Linksgewinde. Auf dieses 
Gewinde paBt ein Messingring WM mit Innengewinde, der auf einem Aufen- 
gewinde eine etwas weitere Kappe Ka mit nach innen iiberkragendem Rand 
tragt. In den zwischen den beiden Ringen frei bleibenden Raum ragt ein 
Stellring St hinein, der auf dem oben erwahnten Messingzylinder auf- 
geschraubt ist. Letzterer trigt eingekittet eine Buchse aus Isoliermaterial J, 
die ein 19mm Loch und eine seitliche Feststellschraube (Made) tragt. 
Die Messingkappe enthalt 8 Stiick 45° voneinander entfernte Bohrungen 
mit Gewinde, die Schrauben Sr mit kreuzweise durchbohrtem Kopf auf- 
nehmen kénnen, die gegen den Stellring wirken (schematischer Schnitt, 
Abb. 3, Wirkungsschema Abb. 6). Dreht man nun eine Schraube gegen 
diesen, so wird der zwischen Ring und Kappe eingelagerte Stellring zu 
einer Parallelverschiebung gezwungen, die durch den leicht deformierbaren 
Tombakschlauch nicht gehindert wird. Das MeBdrahtsystem besteht aus 
einem 0,04 mm Platindraht (physikalisch rein, 87 mm lang), der an jeder 
Seite eine Platiniridiumfeder aus 0,1 mm Draht, 6 Gainge von | mm Durch- 
messer trigt!. An jeder Feder sitzt ein lingerer Nickeldraht N, 1,8 mm. 
Innerhalb des Systems ist alles mit Gold gelétet. 

Das Einziehen und Justieren des MeBdrahtes gestaltet sich nun héchst 
einfach. Man zieht, den einen Nickeldraht voran, das ganze Drahtsystem 
durch das MeBelement hindurch, bis die beiden Anlétestellen der Federn in 
den Fenstern an der sinnentsprechenden Stelle erscheinen. Dann klemmt 
man den einen (oberen, bei senkrechter Stellung) Nickeldraht mit Hilfe 
der Feststellmade in der Buchse fest, befestigt an dem unteren ein 12 g¢ 
wiegendes Stiick Metall, wobei infolge Ausziehen der Federn der Nickeldraht 
etwas nach unten rutscht, und zieht nun auch die untere Made fest. Die 
Mittejustierung erfolgt jetzt durch Stellen an den Kreuzkopfschrauben, 
wobei man sich die in Richtung der Fenster (Offnungen) liegenden Schrauben- 
lécher in der Kappe aussucht und durch das zum Visieren nicht benutzte 
Fenster einen scharfen Lichtkegel zum Beleuchten des Innenraumes sendet. 
Eventuell kann man noch ein Mikroskop zu. Hilfe nehmen. Bei richtiger 
Zentrierung muB der MeBdraht jetzt ohne weiteres kérperschluBfrei sein. 
Die (nicht mehr benétigten) Offnungen werden nun in geeigneter Weise 
zugekittet. 

Sollten die Létenden des MeBdrahtes nicht genau mit den Me®réhren- 
enden iibereinstimmen, so daB8 an der einen Seite ein Stiick des Feder- 
stieles in der Réhre verschwindet, so kann man unter Ausnutzung der 


1 Die Federn dienen zum Ausgleich der durch Strombelastung des 
MeBfadens eintretenden Verlaingerung. 
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Dehn- und ZusammenpreBfahigkeit des Tombakschlauches mit Hilfe von 
Kappen und Ringen (die an jeder Seite verschiedenes Gewinde tragen. 
also im gleichen Uhrzeigersinne um den gleichen Winkel bewegt, den 
gleichen Abstand behalten) den Faden langs der Achse unter Beibehaltung 
der definierten Fadenspannung verschieben. Selbstverstandlich muB man 
das vor dem Zentrieren machen. 

Samtliche inneren Metallteile, mit} Ausnahme der stromfiihrenden, 
tragen eine hauchdiinne, sorgfaltig getrocknete Lackschicht. 

Die Zusammensetzung des Apparates geschieht jetzt in der Weise, 
daB die beiden Elemente! in den Block eingesetzt, die elektrischen Ver- 
bindungen durch Léten hergestellt, die EinpaBstellen gefettet und der 
Deckel festgeschraubt wird. Der ganze Kasten wird mit Hilfe von zwei 
Kordelmuttern an dem Metallwinkel befestigt, die Glasteile mit V 2 4- 
Stahlfedern an den Messingschliffen befestigt und das Ganze ins Wasser 
gesetzt. Das Glassystem fiir jedes Element besteht aus je einem Kultur- 
gefaBchen, das unter Zuhilfenahme eines Stopfens, der in seiner Mittel- 
bohrung konzentrisch eine Glasréhre, und einer Durchschmelzung in ein 
mdéglichst raumsparendes, durchgingig 4mm weites Zirkulationssystem 
eingeordnet ist, welches mit zwei Glasschliffen an 
die Metallschliffe des Apparats angesetzt werden 
kann (siehe Abb. | und 7). Die beiden Metallschliffe 
sind beim Anléten mit Hilfe einer Lehre genau 
parallel gerichtet. Die beiden Glasschliffe werden 
angesetzt und nunmehr das System zusammen- 
geblasen. Dieses 1aBt sich jetzt beliebig oft an und 
absetzen, ohne daB bei geschicktem Handhaben die 
Schliffe entzweigehen. Der untere der beiden Schliffe 
trigt noch einen Hahnstopfen, der als AuslaB 
beim Einleiten einer definierten Gasmischung dient ; 

Abb. 7. als EinlaB dient der Hahnstopfen am KulturgefaB, 

der zur Abwehr eventueller schidigender Uber- 

drucke eine schraubenfé6rmig aufgerollte Kapillare trigt. Der Gasstrom 
teilt sich dabei in zwei parallele Zweige, einen durch die Verbindungsroéhre, 
und einen durch das MeBsystem. Man kann nach dreistiindigem Durch- 
leiten im Wasserbad bei einer anfangs stirkeren, spiteren Geschwindigkeit 
von 60 cem/Stunde rechnen, da8 der Inhalt homogen und H,O gesattigt ist. 

Es bleibt noch iibrig, iiber die Sterilisierfahigkeit des ganzen Apparats 
zu sprechen. Selbstverstandlich ist es nicht médglich, die Elemente nebst 
Kasten halbstiindig auf 150° zu erhitzen, wie dies zum Zwecke der Sterilisa- 
tion erforderlich ist, da die im Apparat befindlichen organischen Stoffe 
dies verbieten. Eine urspriingliche Konstruktion des Apparats nahm Riick- 
sicht hierauf, indem an Stelle der organischen Isolationsmaterialien Glas- 
kupferanschmelzungen mit Platindurchschmelzungen traten. Jedoch ist 
die Einmontierung des MeBdrahtes dann derartig schwierig, daB wir von 
der Weiterverfolgung dieses Prinzips Abstand nahmen. Wir halfen uns 
zunachst damit, daB wir eine S-férmig gebogene 2mm _ Glaskapillare. 
10 em lang, als ,,Falle‘‘ an den Gasableitungsstopfen anschmolzen und in 
iiblicher Weise sterilisierten. Diese Anordnung bewahrte sich vorziiglich. 
hatte aber den Nachteil, daB die Nachdiffusion der entwickelten Kohlen- 





j 


1 Die senkrechte Stellung der Elemente ist erforderlich, um fehler- 
erzeugende Konvektionsstr6mungen zu vermeiden. 
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siure um | Tag verzégert wurde und dementsprechend die Anzeige des 
Apparats nachhinkte. Wir erzwangen eine automatische Homogenisierung 
in ktirzerer Frist dadurch, daB wir ein 4mm Umgehungsrohr zwischen 
KulturgefaB und unterem Kopf des MeBelements anbrachten und damit 
die Schornsteinwirkung der MeBréhre ausnutzten, die eine fortwahrende 
Zirkulation hervorruft, wie bereits beschrieben (Abb. 7). 

Das ,,Prinzip des langen Oberflichenweges“, ahnlich demjenigen bei 
der S-Kapillare, um das Weiterwachsen der Bakterien méglichst zu ver- 
zogern, kommt hier in der Form zur Geltung, daB die besonders gefahrliche 
obere kurze Zuleitung in der Mitte des doppelt durchbohrten Stopfens 
hingt, so daB der Weg iiber die AuBenwand dieser Réhre und iiber die 
Innenwand der Stopfendurchbohrung hinzukommt (siehe Abb. 8). Wird 
diese ganze Glasanordnung sterilisiert, so bleiben selbst nach einem drei- 
tagigen Versuch die Kulturen vollkommen steril, wobei natiirlich darauf 
geachtet wurde, daB das Dichtungsfett fiir die Schliffe auch sterilisiert 
wurde. 

In einem Leerversuch wurden beide Kammern mit Phosphorpentoxyd 
ausgetrocknet und hierauf in die eine von ihnen 0,5cem n/10 NaOH ge- 
geben. Das Einwandern des Wasserdampfes bis zur vdélligen Sattigung 
dauerte bei der neuen Anordnung 3 Stunden; 
danach blieb die Galvanometereinstellung ; 
24 Stunden unverandert. Bei der geringeren arate” 
Konzentration der entwickelten CO, dauert es 
etwas linger (etwa 9 Stunden, siehe weiter 
unten). Bei der alten Anordnung mit der bY 
2 mm-Kapillare war erst nach 24 Stunden 
vollige Konstanz erreicht. 

Die durchgangige Heraufsetzung simtlicher — 2omptingswittrstand 
Réhrenweiten (mit Ausnahme der MeBrohre) (100 Mego’ - 0.82) 
auf 4mm bringt natiirlich einen Zuwachs an Abb. 8 
totem Raum und damit Herabsetzung der MeB- 
empfindlichkeit mit sich, die aber zur Vermeidung anderer Ubelstande 
in Kauf genommen werden mu8. Bei einer Umkonstruktion der Glas- 
teile ist beabsichtigt, eine winzige elektromagnetisch betatigte Zirkulations- 
pumpe einzubauen, was vielleicht wieder erméglichen wiirde, mit der 
Kapillarweite herabzugehen. 

Die iibrigen Teile der elektrischen MeBanordnung (gemaB Schaltschema 
Abb. 8) auBerhalb des Wasserbads bestehen aus 

1. Akkumulator 4 Volt, 150 Ampérestunden. 

2. Spiegelgalvanometer Siemens & Halske mit Milchglasskala (Emp- 
findlichkeit bei 1.5m Skalenabstand 1,5 mm = 5. 10-* Amp. 

3. StromschlieBstépsel. 

4. MeBbriicke mit sechs Kurbeln 0,1 bis 100000 2 (in unserem Falle 
nur als Nebenwiderstand benutzt). 

Turbonittafel mit zehn Hochohmwiderstanden!, die es gestatten, in 
die Galvanometerleitung Widerstande von 0 2 bis 100 Megohm stufenweise 
einzuschalten. 

Zwei Spulen, etwa 100 2 (spiter ersetzt durch 3 2 entsprechend 
stiirkeren), aus gewohnlichem Manganindraht, daran anschlieBend in ihrer 









Meharaht 
(ca8Q) 





Nebenwraerstand 
| (00-0009) 


' Freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von der Steatit-Magnesia- 
A.-G., Dralowidwerke, Berlin-Pankow. 
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Mitte ein unisolierter Manganindraht, 2mm, auf dem die Galvanometer- 
leitung (zunichst) schleifkontaktartig spielt (zur Feinregulierung). Samt 
liche Verbindungsdrahte bestehen aus 2mm Vollkupfer (nicht Litze), alle 
Verbindungen sind stumpf gelétet, Verzweigungspunkte miinden stets an 
massive Klétze, die in Bohrungen senkrecht eingelétete Drahte tragen. 
Alles ist entweder auf Turbonit oder Porzellanrollen montiert. 





7. Rectronladegleichrichter mit vorgeschalteten Widerstanden. 
8. Voltmeter, dessen Skala noch 0,02 Volt abzulesen und davon noch , 
‘ie + 0,001 Volt (bei 3 Volt Gesamtskala) zu schatzen gestattet. :' 
Vorbehandlung der MeBdrdhte. Es ist zu bemerken, da® der Widerstand , 
der frisch eingesetzten MeB8draihte unter EinfluB der Stromwarme sich | 
wochenlang andert. Solche Drahte waren natiirlich fiir eine Messung 
vollig unbrauchbar, da die durch die Widerstandsaénderung hervorgerufene ¢ 
.,Wanderung des Nullpunktes** jeden anderen durch MeBresultate hervor- - 
gerufenen Ausschlag verdecken wiirde. Die Drahte werden daher nach 
einem Spezialverfahren ,,gealtert*' (9). " 
Beide MeBdraihte sind auBerdem (eventuell auch der dritte Draht im 


Reserveelement) nach einem Spezialverfahren auf 0,1°., ihres Widerstands 
(etwa 82) abgeglichen. Die Belastung jeden Drahtes betrigt etwa 
170 Milliamp. bei etwa 4 Volt Spannung der Stromquelle. 
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Abgleichen der Spulen. Die Spulen sind, wie gesagt, zundchst nur 
oh abgeglichen. Hat man nun ausgealterte MeBdraihte zur Verfiigung, so 
stellt man in den GefaiBen die Normalatmosphiare her (siehe unten), stellt 
dann durch Unempfindlichmachen des Galvanometers mit Hilfe eines 
groBen Hochohmwiderstandes, wobei der Lichtzeiger trotz erheblicher 
Unproportionalitat der Widerstande (selbst bei Kurzschlu8) auf der Skala 
bleibt, zunaéchst den Sinn des Ausschlages fest, verkiirzt unter allmahlichem 
Empfindlichermachen den einen Drahtwiderstand stiickweise, bis man 
beim Zwischenwiderstand 0 den mittleren Manganindraht zum Fein- 
regulieren benutzen kann. Es wird jetzt alles verlétet, zweckmaéBig auch 
die Galvanometerleitung auf dem Feinregeldraht. Voraussetzung ist, daB 
man vorher den angeschalteten Nebenwiderstand so gekurbelt hat, daB 
man fiir die erwarteten Widerstandsanderung bei Gasentwicklung geniigend 
Spielraum hat, wobei man sich tiber den Sinn der Anderung klar werden 
muB. Der durch den Nebenwiderstand verainderte Manganinwiderstand 
wird fiir genaueste Messungen mit der MeBbriicke ausgemessen, der zweite 
braucht nicht genau bekannt zu sein (siehe unten). 

Die raumliche Anordnung der gesamten Apparatur zeigt Abb. 9. 


Fehlerquellen und Priifungen. 


1. Dichtigkeit. Man verbindet das Element, dessen einer Ableitungs- 
schliff verstopft ist, mit einer Quecksilberbiirette und setzt es unter etwa 
20 em Hg-Druck in ein Wasserbad. Undichte Stellen verraten sich durch 
Luftblasen. Eine feinere Priifung bei zusammengesetztem Apparat ist 
das Einleiten einer niedrigprozentigen Luft-Kohlensiuremischung in den 
Kupferkasten. Eine Undichtigkeit verrat sich sofort durch starkes, blei- 
bendes Wandern des Nullpunktes. 

2. Isolation. Man verbindet den einen Pol einer 4-Voltbatterie iiber 
das Galvanometer und die Hochohmwidersténde mit Erde, den anderen 
Pol mit den MeBSdraihten bzw. auch einzeln oder mit der zu_priifenden 
Leitung, und legt den K6rper (Block, Kupferkasten) ebenfalls an Erde. 
Zum Schutze des Galvanometers gegen eventuellen Korperschlu8 schaltet 
man erst die h6dheren Widerstande vor. Es darf auch beim Zwischenwider- 
stand 0 kein Ausschlag entstehen. 

Bei vollkommen zusammengesetztem Apparat (im Wasserbad von 39°, 
Wasserfiillung in den KulturgefaBen) darf nach 24stiindigem Betrieb der 
gesamte Isolationsfehler (gleichermaBen festgestellt) héchstens 3mm auf 
der Skala = 10°* Amp. (entsprechend etwa 10% 2) betragen. Das Innere 
des Kupferkastens wird hierbei durch eine an die beiden Tuben angeschaltete 
Chlorealciumréhre trockengehalten. 

3. Fehler durch Schiitteln der Apparatur. Nullpunkt darf héchstens um 
1 bis 2mm im Rhythmus des Schiittelns schwanken. Dieser Fehler kann 
selbstverstandlich durch Abstellen der Apparatur vollstandig eliminiert 
werden '. 

Bei einem dreiw6chigen Dauerversuch unter Betriebsbedingungen und 
Schiitteln zeigte sich nur in einem Falle infolge fehlerhafter Montage ein 
Abweichen des Drahtes an der einen Seite um '/, mm von der zentrischen 
Lage, hierdurch hervorgerufen eine Nullpunktwanderung, die mit dem 


1 Vgl. hierzu Stiles u. Leach, S. 473. 
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Aufhéren der Abweichungen aussetzte (hierauf nachzentriert). Wir erm; 
fehlen daher, nur Elemente zu verwenden, die in geschilderter Weise daue: 
beansprucht sind. 

4. Fehler durch StromstéBe beim Ein- und Ausschalten des Therm: 
relais sind sehr gering und deutlich von der Giite der Isolation abhangic 
daher auch ein qualitatives Ma® fiir diese. Ferner zeigte sich, daB dies 
Fehler nahezu verschwanden, als an Stelle der enggewickelten 100-/ 
Widerstinde weitgewickelte 3-2-Widerstande gesetzt wurden, die ein 
geringere Selbstinduktion haben. 

5. Pendelfehler durch Temperaturschwankungen des Wasserbads infolg: 
Ein- und Ausschalten der Beheizung sind gering. Jedenfalls sind sie um so 
geringer, je genauer die beiden MeBdrahte den gleichen Widerstand habe: 
und je besser die Warmeregulierung funktioniert. Diese Fehler sind voi 
denen aus Punkt 4 nicht voéllig eindeutig zu trennen. 

6. Nach Herausheben aus dem Wasserbad (grobe Temperaturschwan 
kungen) tritt ebenfalls eine Pendelung des Nullpunktes auf. Nach den 
Wiedereinsetzen kehrt der Nullpunkt erst etwa 45 Minuten spater in sein 
urspriingliche Lage zuriick. Auch das Einschalten des Heizstromes ver 
ursacht eine Pendelung, welcher Grund fiir die ZweckmaBigkeit von 
Dauerstrom spricht. 

Herausnehmen aus dem Wasserbad wahrend eines Versuchs ist durchaus 
zu vermeiden. 

7. Spannungsschwankungen des Akkumulators. Ein frisch geladene: 
Akkumulator zeigt bekanntlich beim Belasten einen rapiden Spannungs 
abfall iiber einige Zeit, bis er in der Gegend von 1,96 Volt zum Stillstand 
kommt. Wahrend des Spannungsabfalls wandert der Nullpunkt. Bei 
1,96 Volt angelangt fallt die Spannung langsamer ab, und damit verdndert 
sich auch der Nullpunkt langsamer. 

Wir hatten einen Akkumulator 4 Volt 150 Ampérestunden zur Ver- 
fiigung; fiir diesen war die Belastung (bei 3-2-Spulen) von 170 + 660 

830 Milliamp. so groB, daB die Spannung binnen weniger Sekunden 
merklich abfiel und damit ein Wandern des Nullpunktes hervorrief. Wit 
kompensierten diesen Abfall durch einen parallel geschalteten Ladegleich 
richter, dessen Stromstaérke durch einen Radioheizwiderstand reguliert 
werden konnte. Vor jedem Ablesen wurde hiermit die Spannung auf immer 
den gleichen Wert einreguliert (1,96 Volt + 0,001 Volt pro Zelle). 

Spannungsschwankungen infolge Temperaturveranderungen des Akku 
mulators konnten nicht ausdriicklich beobachtet werden; jedenfalls tut 
man aber gut, allzu grobe Temperaturverinderungen des Versuchsraume= 
zu vermeiden. 

8. Thermokrdjte sind innerhalb der ganzen Apparatur durch symme- 
trischen Aufbau mdéglichst kompensiert. Der Teil, der im Thermostaten 
steckt. kommt schon deshalb nicht in Frage, weil eine etwaige Thermokraft 
konstant ware. Die Ableitungen sind so lang, daB eine Warmeiibertragung 
zu den Spulen nicht méglich ist. Die Raumtemperatur wird médglichst 
konstant gehalten; auBerdem sind die Spulen aus Manganindraht. Eine 
merkliche Warmeempfindlichkeit konnte nicht beobachtet werden. 

9. Die Einwirkung des Druckes auf die Richtigkeit der Angabe ist 
folgende. Andert sich der Druck in geringen Grenzen in einem System 
ohne Bodenkérper, ohne da8 das Verhaltnis der Komponenten sich andert. 
also z. B. durch Einleiten einer trockenen Gasmischung in das getrocknete 
System bei verschiedenen Barometerstanden, so andert sich die Warme 
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tfahigkeit nicht (wohl aber bei der Anwesenheit von gesattigtem Wasser- 

mpf mit Wasser als Bodenkérper, da Fliissigkeitstensionen nur tem- 

raturabhangig sind), d. h. also, man muB auf alle Falle auBer der aus- 
sceichten Konzentrationsangabe des Apparates, die sich nur auf das Ver- 

tnis der Komponenten bezieht, noch den Druck kennen (dazu selbst- 
erstandlich den Rauminhalt), um eine Angabe iiber die absolute Menge 
er Gase machen zu koénnen. 

Denn bei einem respiratorischen Koeffizienten verschieden von 1, 
sowie durch die Entwicklung der Garungskohlensaéure, andert sich der 
Druck (abgesehen vom anfanglichen Barometerstand). 

Da wir an unserem Apparat zur Vereinfachung der Untersuchungen 
vorerst kein Manometer anbrachten, haben wir diese Fehlerquelle zunachst 
bewuBt vernachlassigt ; die ersten qualitativen Untersuchungen an Gewebe 
kulturen zeigten auch ohne dies, was fiir wesentlich anzusehen ist. namlich 
einen mit der Zeit gr6Ber werdenden Ausschlag, der einer Zunahme der 
(O,-Konzentration entspricht. 

10. Als Normalnullpunkt wird derjenige Nullpunkt bezeichnet. der sich 
einstellt, wenn beide Kammern mit durch P,O, ausgetrockneter Luft 
Normalatmosphare) gefiillt sind. Druckunterschiede sind zwar nicht 
von Belang. wegen eventueller CO,-Schwankungen fiilllt man aber beide 
Kammern gleichzeitig mit Luft gleichen Barometerstands. In einem drei- 
tagigen Dauerversuch bei Innehaltung aller bereits beschriebenen Vorsichts- 
maBregeln zeigte der Nullpunkt auBer der durch die Temperaturanderung 
les Wasserbads hervorgerufenen Pendelung (in immer gleichen Grenzen) 
keinerlei Veranderung. Es wird verlangt, daB dieser Nullpunkt sich nach 
allen Versuchen wieder einstellt. 


Die Einstellung, die kohlenséurefreier, wasserdampfgesattigter Luft 
entspricht, erhalt man durch Einfiillen von z. B. n/10 NaOH in das Kultur- 
gefaB auf der MeBseite. 

Bei allen folgenden Versuchen wurde trockene Luft als Vergleichs- 
atmosphire beibehalten. 

ll. Eichung'. Eichung wurde vollzogen durch dreistiindiges Einleiten 
von Luft-Kohlensauremischungen iiber 0,5cem n/10 Ringerlésung in die MeB- 
kammer (in bereits beschrieberier Art), die vorher analysiert wurden, und 
Ablesen der Kurbelstellungen, nachdem der Lichtzeiger auf Null steht. 
Zu den Zahlen des Nebenwiderstandes ist zu sagen, daB nicht diese unmittel- 
bar ein Abbild der Kohlenséurekonzentration darstellen, sondern der 
Gesamtwiderstand des Briickenzweiges, der sich errechnet aus dem genau 
ausgemessenen Hauptwiderstand und dem Nebenwiderstand. Ist der Neben- 
widerstand, wie in unserem Falle, groB im Verhaltnis zu den vorkommenden 
Anderungen infolge Anderung der Kohlenséurekonzentration, so kann man 
ohne groBe Fehler diese der Kohlenséiurekonzentration proportional setzen. 
In unserem Falle war der Hauptwiderstand etwa 100 2, der Nebenwider- 
stand etwa 15002, die héchsten Anderungen des letzteren etwa 150 &. 


Es wurden sieben Mischungen Sauerstoff, Kohlenséiure Wasser- 
dampf hergestellt in der Weise, da analysierte, trockene Sauerstoff- 
CO,-Mischungen in der beschriebenen Weise im Apparat mit Wasser- 
dampf von 39°C gesattigt wurden, so daB also variable O,—CO,- 


' Mit freundlicher Hilfe von Herrn Dr. F. Lipmann vorgenommen. 
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Mischungen mit konstantem Wasserdampfgehalt entstanden. Nac), 
der Theorie und bereits vorliegenden Erfahrungen soll die Mischungs 
kurve eine gerade Linie sein, und die von uns gefundene (Abb. 10) 
bestatigt das auch in bester Weise (iibereinstimmend mit Stiles und 
Leach, 8.486). Die Mischung mit 0,58°% CO, war etwas mit Luft 
(Stickstoff) verunreinigt, daher fallt dieser Punkt erheblich tiber dic 
Grenzen der Versuchsfehler hinaus ; Luft ohne Kohlensaéure, mit Wasser- 
dampf gesattigt, hat ungefaihr dieselbe Leitfahigkeit wie Sauerstoff 
mit 10°, CO,. Die Leitfahigkeit von Sauerstoff und Stickstoff ist also 
nicht, wie Stiles und Leach (8. 480) meinen, gleich. sondern recht er- 
heblich verschieden, wie ein einfacher Versuch zeigt, und zwar wirkt 
Sauerstoff entgegengesetzt wie CO,. Allerdings geben diese Autoren 
nicht die Ubertemperatur ihres Heizdrahtes an, von der bei dem er- 
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Abb. 10. 


heblichen Unterschied in den Temperaturkoeffizienten der Warmelc it- 
fahigkeit der beiden Gase sehr viel abhangt. Die in den physikalisch- 
chemischen Tabellen angegebenen, nahezu gleichen Werte gelten nur 
bei 0°; unsere Drahtiibertemperatur war etwa 150° und damit die mitt- 
lere Gastemperatur in der Réhre noch erheblich héher als die Wasser- 
badtemperatur. 

Die eben beschriebene Eichungsmethode ist, wie schon bemerkt, 
eine solche des Verhaltnisses der Konzentration. Zur Bestimmung 
der absoluten Menge ist auBer dem Druck auch die Kenntnis des 
Volumens erforderlich, das man z. B. durch Auswagen mit Wasser 
erhalten kann. Besser tut man, eine bekannte CO,-Menge zu ent- 
wickeln, indem man in den Anhang des KulturgefaBes eine abgemessene 
Siuremenge in einen im GefaB befindlichen Uberschu8 von Natrium- 
bicarbonat schiittet. Aus dem Ausschlag, der einer bestimmten ge- 
eichten Konzentration entspricht, dem Druck und der berechneten 
CO,-Menge, kann man das Volumen des Systems berechnen. 
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Man kann auch einfach so vorgehen, daB man den Apparat ohne 
yenaue Kenntnis des Rauminhaltes in entwickelten Kubikmillimetern 
eicht, wobei natiirlich die in der Entwicklungsfliissigkeit absorbierte 
Menge abgezogen werden mub. 

Fir praktische Zwecke geniigt es infolge der Linearitat der 
Kichungskurve vollkommen, zwei moglichst weit auseinanderliegende 
Konzentrationen zu wahlen. 


Empfindlichkeit und Genauigkeit. 

Aus einer Eichlinie, die mit 3-82-Spulen und Nebenwiderstand etwa 
60 2 aufgenommen wurde, errechnet sich fiir eine Anderung der Kon- 
zentration von 1°/9) eine Anderung des Nebenwiderstandes um 0,1 &. 
Da 0,1 & auf der Galvanometerskala noch etwa 500mm _ Ausschlag 
geben, 2mm aber noch zweifelsfrei ablesbar sind, kann man mit 
einer Empfindlichkeit von 0,004°/9) oder 0,0004°/, CO, rechnen. Es 
sind bei Normaldruck bei einem Gesamtvolumen des Apparates von 
l5ccm also noch 0,06cmm = 1,2 .10°7 g CQO, nachweisbar. 

Von der Empfindlichkeit ist die wirklich erreichbare Genauigkeit 
natirlich sehr verschieden; sie ist namlich infolge der Fehlerquellen 
viel geringer. 

Was die Isolation anlangt, so kommt, da diese gegen Erde gemessen 
wird, das ganze System aber sorgfaltig gegen Erde isoliert ist, nur 
derjenige Teil der Kriechstr6me in Frage, der zwischen den beiden 
Elementen tibergeht. Da der Isolationswert sich auch im Laufe eines 
mehrtagigen Versuchs nicht andern soll, kann man diesen Fehler, der 
zu dem Gesamtstrom im Verhaltnis von 1:10! steht, vollkommen 
vernachlassigen. Freilich mu®B darauf aufmerksam gemacht werden, 
daB dies einer'der unangenehmsten Punkte beim Zusammenbau des 
Apparates ist und daB zur Erreichung dieses Zieles aiuBerste Sorgfalt 
angewendet werden mu und viel individuelle Erfahrung gehirt. 

Die Fehler durch Temperaturschwankungen und Spannungs- 
schwankungen sind teilweise auf dieselbe Wurzel zuriickzufiihren, 
namlich auf nicht vermeidbare individuelle Unsymmetrien im Aufbau 
der Apparatur, z.B. noch vorhandene Ungleichheiten der Platin- 
widerstande, Lange der Platindrahte und unvo!llkommene Zentrierung. 
Méglicherweise spielen (hauptsachlich bei der Temperaturpendelung) 
auch noch andere Erscheinungen eine Rolle, die in der Isolation ihre 
Wurzel haben (worauf Beobachtungen hinweisen), die bei einer noch 
méglichen weiteren Verbesserung derselben verschwinden wiirden 
(vgl. Punkt 4 und 5 des vorigen Abschnittes). 

In bezug auf die Temperaturschwankungen haben geringfiigige 
Tensionsschwankungen des Bodenkérpers, soweit sie in der kurzen 
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Zeit (1 bis 1,5 Minuten) eines Temperaturintervalls und bei der schlechte: 
Warmeleitfahigkeit des Glases sich tiberhaupt ausbilden kénnen 
wahrscheinlich ebenfalls eine geringe Einwirkung. 

Bei einer Anderung der Temperatur um — 0,05° C im Thermostate: 
belief sich die Schwankung auf —- 0.5em der Skala - 0.01%, CO, 

Bei einer Anderung der Spannung um 0,04 Volt (insgesamt be 
beiden Zellen) belief sich die Schwankung auf 60cm der Skala 

0.12%, CQ, d.h. bei einer angestrebten Genauigkeit von 
0,002 Volt, 0,006% CO,. (Cbrigens ware eine Vorrichtung fii 
die automatische Konstanthaltung der Spannung sehr erwiinscht.) 

Alle hier genannten Fehler beziehen sich nur auf die Gasphase. 
die durch Absorption usw. in der Flissigkeitsphase erzeugten sind nicht 
in die Diskussion einbezogen. Bemerkt soll noch werden, daB bei Ver- 
meidung langeren Abkiihlens (Heraushebens) selbst bei tagelange1 
Versuchen nirgends Tropfenbildung beobachtet wurde. 

Hingewiesen wurde bereits darauf, daB infolge der noch ver- 
bleibenden Diffusionsverzégerung von 3 bis 9 Stunden eine andere 
Konzentration an der MeBfront herrscht als im iibrigen System, so dal} 
mit einer Verzégerung der Anzeige um diese Zeit, eventuell auch mit 
einer Verzerrung der Entwicklungskurve gerechnet werden mui. 
Ganz sicher ist es aber, daB dieser Ubelstand mit Hilfe einer rasch 
wirkenden Zirkulationspumpe tiberwunden werden kann.  Selbst- 
verstandlich kann man im jetzigen Stadium der Entwicklung von 
dem Vorteil der gleichzeitigen Messung von Druck-C O,-Konzentration 
noch keinen Gebrauch machen, da der Druck momentan angezeigt 
wird, die Konzentrationsanzeige aber in nicht ganz kontrollierbarer 
Weise verzégert wird. 

Mit dieser Einschrankung kann man sagen, dab bei einem Volumen, 
von 15 ccm der Apparatur von der Empfindlichkeit von 0,0004°, CO, 

0,06 cmm CO, bei dem gegenwaitigen Stand der Fehler (—- 0,05° ©. 
0,002 Volt) eine Genauigkeit von 0,029 CO, = 3emm CO, 
im Gasraum ausnutzbar ist. 

Die Ausschlige sind groB genug, um eine Registrierung mit im 

Handel befindlichen selbstschreibenden Potentiometern zu ermdglichen. 


Versuche. 


Von den angestellten Versuchen seien zwei charakteristische heraus- 
gegriffen. Abb. 11 zeigt eine Kchlenséureproduktion von zwei Kulturen 
in Luft, angestellt zu einer Zeit, als wir noch die stark diffusions- 
hemmende, 10 cm lange, S-férmige Kapillare verwendeten. Das lange 
Minimum riihrt von dem iiberwiegenden EinfluB der Einwanderung 
von Wasserdampf in die MeBkammer her. Erst nachdem hier ein 
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Gleichgewicht erreicht ist, kann sich der entgegengesetzt wirkende 
KinfluB der Veranderung der Gasatmosphare durch Atmung geltend 
pachen. 


Abb. 12 zeigt einen Versuch mit zwei Kulturen in Luft unte1 
Schiitteln, angestellt in dem letztbeschriebenen Zustande des Appa- 
rates. Man erkennt deutlich, wie stark das auch hier vorhandene 
Minimum zeitlich nach links verschoben ist, herriihrend von der Er- 
weiterung und Verkirzung der Diffusionswege, verbunden mit einer 
thermischen Zitkulation. 
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Abb. 12 


Bemerkt sei noch, daB der unzuverlassige EinfluB des Dampf- 
druckes des gallertigen Nahrmediums, in das die Kulturen eingebettet 
sind, sich nicht geltend machen kann, da es lickenlos mit Tyrode- 
lésung tiberschichtet ist. Die Normalitét dieser Lésung andert sich 
infolge der geringen Mengen entwickelter Milchsaure nicht wesentlich. 
Ferner ist darauf hinzuweisen, daBb infolge des bereits oben erwahnten 
entgegengesetzten Einflusses des Sauerstoffs auf die Warmeleitfahigke it 
als Kohlensaure Sauerstoffverbrauch durch Atmung in gleichem Sinne 
wirkt wie Kohlenséureentwicklung, so daB beide Tendenzen sich ver- 
starken. (Durch entsprechende Eichung zu eliminieren.) 


Das Fehlen des Manometers macht es natiirlich in diesem Stadium 
der Entwicklung noch unméglich, quantitative Messungen zu machen 
und damit Feinheiten festzustellen, jedoch gestatten die bisherigen 
qualitativen Feststellungen den RiickschluB, daB dieses Ziel bei weiterer 
Entwicklung des Apparates sicher erreichbar sein wird, und dann 
werden die Vorteile dieser Methode ausnutzbar sein, namlich kon- 
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tinuierliche Messung der Gesamtkohlenséure und aus der Druck 
veranderung der Sauerstoffverbrauch in einem Versuch. 
Vorliegende Arbeit wurde ermodglicht durch die dankenswert: 
Unterstiitzung der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft. 
Fiir zahlreiche sehr wertvolle Auskiinfte auf meBtechnischem 
Gebiet sind wir Heirn Dr. H. Griiss von der Siemens & Halske A. G 
zu grobtem Danke verpflichtet. 


Zusammenfassung. 

Es wird eine elektrische MeBmethode nach dem Prinzip der ver- 
schiedenen Warmeleitfahigkeit der Gase zur Messung der Kohlensaure- 
produktion von Gewebekulturen beschrieben. Die Methode arbeitet 
unter Anlehnung an die Warburgsche Schiittelapparatur und ist fii 
aktiv wachsende Gewebe im Gegensatz zu bisherigen Methoden, dir 


auf dem gleichen Prinzip beruhen, weitgehend biologischen Erforder- 
nissen angepaBt und in physikalischer Hinsicht zuverlassiger, so dali 
nach weiterer Entwicklung Aussicht auf allgemeine Anwendbarkeit 
besteht. Von der Empfindlichkeit von 0,0004°, CQO, ist bei dem 
jetzigen Stande eine Genauigkeit von 0.02% CO, ausnutzbar, 


bzw. bei einem Rauminhalt von liccm = +3cmm. _ Hierbei ist 
von Fehlern, die aus dem vorlaufigen Fehlen einer Druckmessung 
und einer momentan wirkenden Homogenisierungsvorrichtung ent- 
stehen, abgesehen. 

Bei spaterer Kombination mit einem Druckmesser bietet di 
Methode die Mdéglichkeit, auch den Sauerstoffverbrauch in einem 
Versuch zu bestimmen. AuBerdem bietet die Methode die Méglichkeit 
einer selbsttaitigen Registrierung. 


Literatur. 


1) A. H. Ebeling, J. exper. Med. 34, 231, 1921. 2) E. Buch Andersen 
u. A. Fischer, Arch. f. Entw.-Mech. 114, 26, 1928. 3) Edmund Mayer, 
Arch. f. exper. Zellf. 10, 221, 1931. 4) Rolf Meier, diese Zeitschr. 231. 
247 und 253, 1931. 5) F. Lipmann, ebendaselbst 244, 177, 1932. 
6) Stiles u. Leach, Ann. of bot. 45, 461, Juli 1931. 7) H. Griiss u. Eucken 
Jakob, Phys. u. chem. Arbeitsmethod. i. d. chem. Ind. 2. — 8) C.Z. Rosecrans. 
Industrial and Engeneering chemestry. Analytical Edition, 8. 129, April 15. 
1930. 9) H. Griiss u. H. Schmick, Wiss. Veréffentl. d. Siemenskonzerns 
7, 205, 1928. 

Anmerkung. Die Arbeiten 6), 7), 8), 9) enthalten zahlreiche Literatu: 
angaben iiber Warmeleitfahigkeit. Von Einzelzitaten wird hier abgesehen. 
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Uber die Abhangigkeit des osmotischen Druckes und des 
Micellargewichtes von Gelatinelésungen von der Temperatur 
bzw. von der Vorgeschichte der Liésungen'. 


Bemerkungen zu M. Frankels gleichnamiger Arbeit. 


Von 
J. Eggert und H. Bineer. 


Aus dem Wissenschaftlichen Zentrallaboratorium der Photographischen 
Abteilung der |. G. Farbenindustrie A.-G. (Agfa). | 


(Eingegangen am 3. Februar 1932.) 


M. Frankel findet bei Gelatinelésungen eine Abnahme des osmotischen 
Druckes mit sinkender Temperatur und fiihrt das daraus errechnete An- 
steigen des Micellargewichtes auf Assoziation der Gelatineteilchen zuriick. 
Diese Annahme steht im Einklang mit den Ergebnissen anderer Forscher, 
die unabhangig vom osmotischen Druck auf Grund anderer Erscheinungen 
gleichfalls zur Annahme temperaturabhangiger Assoziationserscheinungen 
bei der Gelatine fiihren?. Es mu8 aber betont werden, daB es keinesfalls 
zulassig ist, die Anderung der Teilchengr6éBe, die sich aus der Anderung des 
osmotischen Druckes ergibt, ausschlieBlich auf Aggregation zuriickzuftihren; 
vielmehr spielt hier die Solvatation eine ausschlaggebende Rolle. Fiir mittlere 
Temperaturen und kleine Konzentrationen ist der Antei]l der Solvatation 
am gemessenen osmotischen Druck verhaltnismaBig klein, wie dies Ostwald ® 
an Hand seiner allgemeinen Solvatationsgleichung aus den Messungen von 
Kunilz errechnet. 

Es stimmen déher auch die Micellargewichte, die. Eggert und Reit- 
stétter* auf Grund ihrer Messungen des osmotischen Druckes erhalten, 
recht gut mit denen Frankels iiberein (rund 40000 bei 20 bzw. 22°); doch 
ergibt sich fiir den durch Solvatation erreichbaren Grenzwert des Micellar- 
gewichtes bei Ostwald (1. c.) rechnerisch 73 200 fiir die Temperatur 35-bzw 50°, 
bei Eggert und Reitstétter aus Gleichgewichtsiiberlegungen 71000 bei 48°. 

Beriicksichtigt man ferner, daB die Solvatation mit sinkender Tem- 
peratur stark zunimmt (vgl. die Ausfiithrungen Bincers (1. ¢. S. 165), so wird 
ian sagen miissen, daB die Veranderungen des osmotischen Druckes von 
Gelatinelésungen mit Konzentration und Temperatur erst dann als MaBstab 
fiir den Aggregationszustand herangezogen werden diirfen, wenn rechnerisch 
oder experimentell eine Trennung vom Solvatationsdruck durchgefiihrt ist. 


1 Diese Zeitschr. 240, 147f.. 1931. 

2 K. Krishnamurti, Nature 124, 690, 1929; Proc. Roy. Soc. A. 12%. 
490, 1930; S. EB. Sheppard u. R.C. Houck, J. Phys. Chem. 34, 296, 1930; 
S. N. Banerji u. S. Gosh, Zeitschr. f. anorg. Chem. 194, 315, 1930; H. Bincer, 
Veréffentl. Agfa 2, 155; Kolloidzeitschr., im Druck. 

3 Wo. Ostwald, Kolloidzeitschr. 49. 69, 1929. 

4 J. Eggert u. J. Reitstétter, Zeitschr. f. phys. Chem. 123, 363, 1926. 








Ein neuer Apparat zur genauen und schnellen Gasanalyse. 


Von 


Emilio Martini. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Genua.) 
(Eingegangen am 4. Februar 1932.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Der Apparat von Haldane wird zur Gasanalyse wegen seiner be 
quemen Handhabung in vielen Laboratorien benutzt; man hat zah!| 
reiche Verbesserungen vorgeschlagen, um die Sauerstoffabsorption 
durch die Pyrogallollésung zu beschieunigen. 

Unter anderem sei an die verschiedenen vom .,Nutrition Labora- 
tory, Carnegie Institution’ herausgegebenen Veréffentlichungen Car- 
penters erinnert. Auch im Physiologischen Institut in Genua war de: 
Carpentersche Apparat eingefiihrt worden, doch erschien die langsamy 
Sauerstoffabsorption (15 Minuten) als Nachteil. 

Es erschien nun sehr wiinschenwert, einen Apparat herzustellen 
bei dem die Absorption bedeutend schneller vor sich geht, wobei 
allerdings weder die Genauigkeit, noch die Bequemlichkeit des Haldan 
schen Apparates beeintrachtigt werden diirften. 

Damit ein Gas mit einem in einer Fliissigkeit gelésten Stoff rasch 
reagiert, ist es wichtig, daB die Bertihrungsfliche von Fliissigkeit und 


Gas méglichst groB ist; dabei ist es vorteilhaft, wenn sich diese Flach: 


bestandig erneuert. 

Beides erreicht man gewéhnlich, wenn man das Gas in kleinen 
Blasen in der Fliissigkeit aufsteigen 14Bt, wobei die Beriihrungsflach: 
auBerordentlich vergréBert und andererseits durch die aufsteigenden 
Gasblasen die absorbierende Fliissigkeit gut gemischt wird. 

Diese Methode wird viel angewendet, z. B. zum Reinigen von 
Gasen, wobei die von der Lésung absorbierbaren Verbindungen entfernt 
werden; sie wird umstandlicher, wenn es sich um genaue analytiscly 
Bestimmungen handelt. Hierbei ist es zur Vermeidung von Ungewil} 
heiten nétig, daB am SchluB der Absorption das ganze Gas in die mit 
einer Kompensationsvorrichtung versehene MeBbiirette zuriickgebracht 
werden kann, daB also der Apparat. worin die Absorption stattfindet 
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u Anfang und beim SchluB des Versuchs mit der Lésung vollstandig 
vefiillt ist. Ebenfalls wiinschenswert ist es, dai man das Gas mehrmals 
lurch die Flissigkeit treiben kann, und zwar ohne Gefahr yon Gas- 
verlusten. Auch ist abzuraten. in tibertriebener Weise die Zahl der 
Glashahne zu vermehren: denn die Schliffe miissen staindig auf Dichtig- 
keit geprift werden und kénnen bei ungenauer Handhabung versagen. 
\uBerdem erfordert ihre Bedienung gewisse Zeit und Ubung. 

Von diesen Voraussetzungen ausgehend bemiihte ich mich, einen 
\pparat herzustellen, der am gewéhnlichen Haldaneschen Apparat, 
anstatt der tiblichen Absorptionsapparate oder statt des Apparats von 
Carpenter, zu verwenden und der nicht unbequemer 
zu handhaben ist als die bisher benutzten. 

Die beigefiigte Abbildung zeigt den von mir 
konstruierten und gegeniiber der Carpenterschen 
Absorptionsvorrichtung viel einfacheren Apparat !, 
mit dem sich tiberdies bedeutend schneller ar- 
beiten laBt. 

Der Teil rechts von der punktierten Linie stellt eine 
gewOhnliche doppelte Pipette dar, die die Verschiebung 
der Pyrogallollésung unter LuftabschluB erlaubt. 

Der eigentliche Absorptionsapparat links von 
der punktierten Linie besteht vollstandig aus Glas 
(ausgenommen die das Ventil « bildende Stahlkugel). 
ohne irgendwelche Schlitfe, wodurch also einwandfreie 
Dichtigkeit verbiirgt ist. Die Handhabung des Appa- 
rats ist leicht verstandlich. Nehmen wir an. daB 
der Apparat bis zum Niveau o gefiilt ist, d.h. im 
Ruhezustand: wenn eine gewisse Gasmenge durch 








Abb. 1 
, der natiirlichen 
Grobe 

das Kapillarrohr k getrieben ist. so treffen die 
Flissigkeit und dann auch das Gas auf das 
Ventil v (eine Stahlkugel, wie sie die gew6hnlichen Kugellager enthalten, die 
von der alkalischen Lésung nicht angegriffen wird und praktisch unverandert 
bleibt), und miissen das Seitenrohr s durchstr6men: so gelangt das Gas 
in den unteren Teil des groBen Rohres A, und von hier steigt das Cras, in 
kleinen Blasen durch die ganze in A befindliche Fliissigkeit und sammelt 
sich im oberen Teile des Rohres an, also unterhalb des Ventils +. Gleich- 
zeitig wird ein entsprechendes Quantum der Losung in die doppelte seit- 
liche Pipette verdrangt. Wird nun bei / Unterdruck erzeugt (indem man 
wie iiblich das QuecksilberniveaugefaiB senkt). so 6ffnet sich das Ventil + 
und das Gas strémt durch k& in die Me®biirette zuriick, wahrend sich A 
und s mit Fliissigkeit fillen: die Fliissigkeit tritt langsam iiber das Ventil 7 
in das Kapillarrohr / bis o. 

Durch Heben und Senken des QuecksilbergefaBes kann man den 
Vorgang wiederholen. Da es nur notwendig ist. vor der Messung die Fliissig 
keit genau bis zur Marke o zu bringen, vollziehen sich diese allmahlichen 


' Der Apparat kann auf Bestellung von dem Techniker dieses Instituts, 
Herrn Giuseppe Pastorino, geliefert werden. 
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Gasverschiebungen schnell und halb automatisch. Sieben- oder achtfach« 
Durchleiten des Gases, oder auch weniger, geniigt zur vollstandigen Absorp- 
tion des Sauerstoffs. 

Die Vorteile dieses Apparats gegeniiber den Apparaten von Haldan 
und Carpenter kénnen wie folgt zusammengefaBt werden: 

1. GroBe Beschleunigung der Absorption. 

2. Einfache und widerstandsfahige Konstruktion. 

3. VerhaltnismaBig niedriger Preis. 

Hervorzuheben ist hierbei besonders die unbedingte Garanti: 
gegen jeglichen Gasverlust; das Ventil v (das tibrigens unschwer als 
vollkkommen undurchlassig angefertigt werden kann) fiihrt das Gas 
durch die verschiedenen Teile des Apparats; allerdings ware eine gleich 
genaue Abmessung auch moéglich mit nicht vollkommener Undurch 
lassigkeit, wodurch jedoch die Wirksamkeit des Apparats verringert 
wurde. 

Dieselbe Vorrichtung kann erfolgreich benutzt werden auBer zu 
Absorption des Sauerstoffs mit Pyrogalloll6sung auch fiir andere Gase 
und Lésungen. Hierbei versteht es sich, daB bei der Anfertigung des 
Apparats der chemischen Natur der Lésung und des in Frage kommenden 
Gases Rechnung getragen und die Stahlkugel eventuell durch eine 
Kugel aus anderem Material, z. B. aus Glas, ersetzt wird. 
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Zur Kenntnis der Urease. 


I. Mitteilung!: 
Abscheidung der Urease, ihre Aktivitit und Kinetik. 


Von 


A. Ruchelmann. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium des Medizinischen Staatsinstituts 


in Odessa. ) 
(Eingegangen am 4. Februar 1952.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Die Urease ist ein spezifisches Ferment, welches in pwasseriger 
Lésung Harnstoff in Ammoniak und Kohlendioxyd spaltet. Die Glei- 
chung, nach welcher die Reaktion verliuft, wird nach Oppenheimer 
im allgemeinen in folgender Weise ausgedriickt : 

NH, 
CO H,O- CO,+ 2NH,. 
NH, 

Armstrong nimmt an, daB der Harnstoff in die Reaktion als Hydrat 

eintritt, und schlagt folgende Gleichung vor: 

(OH), 

Cc 2H,O » C(OH), + 2NH¢: 

(NH,), 
dabei zerfallt im weiteren C(OH), in CO, + 2H,O; Euler meint, 
daB die Reaktion in zwei Stufen verlauft: in der ersten entsteht 
carbaminsaures Ammonium, das in der zweiten Stufe in Ammoniak 
und Kohlendioxyd zerfallt. Wie auch die Reaktion verlaufen mag, 
ihre Endprodukte sind Kohlendioxyd und Ammoniak. 

Da Harnstoff in Kohlendioxyd und Ammoniak auf hydrolytischem 
Wege zerlegt werden kann, wobei die Reaktion ebenfalls in zwei Phasen 
verlauft (Euler), so ist es wichtig, festzustellen, welche von den beiden 
Phasen unter Wirkung des Ferments verlauft : 1. Harnstoff — carbamin- 


1 Mitgeteilt auf dem IV. PhysiologenkongreB der Sowjet-Union im 
Mai 1930. 
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saures Ammonium oder 2. carbaminsaures Ammonium — Ammoniak 
+- Kohlendioxyd. 

Die Untersuchungen von Yamasaki und anderen zeigen, das e- 
die erste Phase des Prozesses ist, welche unter Wirkung der Ureas 
verlauft; die Zersetzung des labilen carbaminsauren Ammoniums 
verlauft in der zweiten Phase auch ohne Mitwirkung des Ferment- 
(Hydrolyse). 

Die Urease wirkt nur auf Harnstoff (Oppenheimer, Smorodinzew 
die Harnstoffderivate werden von der Urease nicht zersetzt. Nac! 
den Untersuchungen von Takeuchi (zitiert nach Smorodinzew) wirkt 
die Urease ebenfalls auf Biuret, was Euler iibrigens bezweifelt. 

Da wir nur iiber ein geringes Quantum eines Ureasepraparats 
(Firma Leitz) verfiigten, stellten wir uns selbst geeignete Praparate he: 
Dabei mubten wir verschiedene Methoden zur Darstellung der Ureasé 
erproben und diejenige anwenden, welche das aktivste Praparat ergal, 
Wir erprobten die Methoden von Jacoby und Sugga, van Slyke, Hahn 
und Saphra, Folin und gewannen auBerdem ein Ureasepraparat durch 
Fallung des wasserigen Extrakts mit Alkohol und Kssigsaéure. Als 
Ausgangsmaterial verwandten wir die Samen der Soja hyspida. 


Darstellung der Ureasepriparate. 


1. Da wir nur geringe Mengen von Petrolather und auch keinen 


Faustschen Apparat zur Verfiigung hatten, muBten wir die Method 


von Jacoby-Sugga etwas abandern. 


Eine bestimmte Menge Mehl wird in eine Pulverflasche mit ei: 
geschliffenem Stopfen geschiittet und mit der drei- bis vierfachen Meng: 
Benzin iibergossen. Nach 24 Stunden (von Zeit zu Zeit muB das Gefaf 
geschiittelt werden) wird das Benzin abgesaugt. und diese Behandlung wird 
bis zur volligen Extraktion des Fettes wiederholt (fiinf- bis siebenma! 
Das entfettete Mehl wird bei Zimmertemperatur getrocknet. mit den 
fiinffachen Volumen Wasser bei 18 bis 20°C iibergossen. I Stunde in 
Schiittelapparat extrahiert und auf 18 Stunden in den Eisschrank gestellt 
Die Fliissigkeit mit dem Niederschlag wird | Stunde zentrifugiert. Filtrieren 
ist nicht zu empfehlen, da es zu lange dauert und das Filtrat weniger kla: 
ist als das Zentrifugat. Die gelbliche., opaleszierende Fliissigkeit wird in 
einem Zylinder mit Glasstopfen gegossen, der Bodensatz mit wenig Wasse1 
auf der Schiittelmaschine extrahiert und wiederum '/, bis */, Stunde zentri 
fugiert. Die Fliissigkeit wird mit dem ersten Zentrifugat vereinigt. Gr 
wohnlich nahmen wir zum Extrahieren 20 g entfettetes Mehl. Das Volume 
des Extraktes (eine und zwei Portionen) betrug gegen 150 cem. 

Der auf diese Weise gewonnene Extrakt wurde mit verschiedene: 
Fallungsmitteln behandelt. 

a) In Anlehnung an das Verfahren von van Slyke und Cullen 
wurde dem Extrakt aus 20g entfettetem Mehl Aceton solange hinzu 
gefiigt. als noch ein Niederschlag fiel (durchschnittlich 250 cem Aceton 
Man lieB dann zur vollstandigen Fallung 24 Stunden bei Zimme! 
temperatur stehen. Zur Kontrolle iiber die Vollstandigkeit der Fallung 








niak 


3 es 
‘Cast 
ums 
ents 


eu 
acl 
yirkt 


rats 
her 
ease 
gab 
lahn 
arch 


Als 


nen 


ode 


wird 
ial 
den 
1! 
ellt 
ren 
klar 
1 
ssel 
itr) 
Cre 


men 


nen 


Zi 
On 
nel 
uny 





Urease. I. 9] 


rocknete man den gelblichen, kasigen Niederschlag. der vorher mit Aceton 

oder einer Mischung von Alkohol und Ather gewaschen wurde. im Thermo- 
staten bei 37°C. Man erhielt eine dunkelbraune, hornartige Masse. die 
im Morser zerrieben ein cremefarbenes Pulver ergibt. Aus 20 g entfettetem 
Mehl erhielten wir 3.5 g Acetonpraparat der Urease. 

b) AuBerdem versuchten wir die Urease mit Alkohol zu fallen ( Revol- 
ella). Wir erhielten hierbei aus dem wiasserigen Extrakt von 20g ent 
fettetem Mehl 3.5 g Ureasepraparat (gelbliches Pulver). 

¢) Hakn und Saphra schlugen vor, den wisserigen Mehlextrakt mit 
verdiinnter Salzsiure zu behandeln und mit Alkohol zu fallen. Wir ge 
wannen nach diesem Verfahren ein gelbliches Pulver. 

d) Dann benutzten wir als Fallungsmittel Essigsiure. Dazu nahmen 
wir 200cem Extrakt aus 30g entfettetem Mehl. px des Extrakts 6.7 
(kolorimetrisch nach Michaelis). Bei der Fallung setzten wir die Essigsaure 
tropfenweise zu. Hierbei bildete sich ein weiBer, flockiger Niederschlag. 
Nach dem Trocknen und Zerreiben erhielten wir ein fast farbloses Pulver. 
Ausbeute 4,2 ¢ (pu des Filtrats 4.1). 

Alle Priiparate der Urease. welche durch Fallung gewonnen waren, 
sind unabhangig vom Fallungsmittel, wie auch das Praparat Leitz, welches 
zum Vergleich diente. weder in Wasser noch in Puffergemischen voll 
standig léslich. 

2. Bei der Darstellung von Ureasel6sung nach Folin nahmen wir als 
Untersuchungsmaterial entfettetes Mehl. Die Trockensubstanz in 5 cem 
UreaselOsung nach Folin betragt durchschnittlich 58 mg. 


Bestimmung der Aktivitat der Ureasepriiparate. 

Die Ureasepraiparate werden nach ihrer Aktivitat bewertet. Da 
einige Autoren empfehlen, fiir die quantitative Bestimmung des Harn- 
stoffs einfach Sojamehl zu nehmen, haben wir gleichzeitig mit det 
Bestimmung der Aktivitat der Ureasepraparate die Aktivitat des 
Ausgangsmaterials bestimmt, namlich des entfetteten Mehles, wobe1 
wir zum Vergleich das Praparat der Firma Leitz benutzten. Als Einheit 
nahmen wir A an: die Mindestmenge Substrat in Milligramm, die von 
1 mg der Urease zersetzt wird bei volliger Zersetzung des ganzen in 
die Reaktion eingefiihrten Substrats. : 


Methodik. 


Die Untersuchungen wurden nach der Methodik von Armstrong 
(M. Falk, L. Rosenfeld) ausgefiihrt. und zwar mit einigen Abanderungen 
In einen langhalsigen Kolben werden 20 ccm 1° ige Harnstofflésung (fiir 
die Urease nach Folin 10 cem) abgemessen, entweder in Puffermischung 


PH 7,1 oder Losung und Puffer getrennt; dann wurden verschiedene 
Mengen Ureasetrockenpraparat zugesetzt. Bei Urease nach Folin wird 
die Trockensubstanz berechnet. AuBerdem werden dem Gemisch 0.3 cem 


Vaselin oder irgendein Pflanzen6l zugefiigt. oder ein paar Tropfen Oktyv! 
alkohol, um die Schaumbildung bei der nachfolgenden Destillation zu 
verhiiten, und 0.3cem Toluol als Antiseptikum. Das Gemisch wird im 
verschlossenen Kolben 24 Stunden im Thermostaten von 37° C aufbewahrt. 
Dann destilliert man das gebildete Ammoniak mit Wasserdampf in n/10 
H,SO, iiber. 





A. Ruchelmann: 


Die Ergebnisse fir jedes Praparat sind in Tabellen zusammen- 
gefaBt, und zwar Durchschnittswerte von mehreren Bestimmungen; 
die voéllige Zersetzung der zur Untersuchung verwendeten Substrat- 
menge (200 oder 100 mg) wird = 100%, gesetzt. Die Bestimmunge: 
wurden entweder mit frisch bereiteten Praparaten vorgenommen oder 
mit alteren, luftdicht verschlossenen. Die Ureaselésung nach Folin 
wurde stets frisch bereitet und die Trockensubstanz in 5 ccm bestimmt 


Tabelle I. 
Alkohol-Urease. 





Ferment- 
menge 


mg 0 


Zersetzung 


100 100 
50 100 
40 98.45 
30 96,2 
20 90 


Tabelle Il. 


Aceton-Urease. 





Ferment- 
menge 
mg 


Zersetzung 


0 


50 100 

40 100 

30 97,6 
Tabelle III. 


Urease nach Leitz. 





Ferment- 
menge 


0 
mg 0 


Zersetzung 


40 100 0,2 
30 98.3 0,153 
20 96.6 0.104 
Tabelle IV. 
Mehl. 





Ferment- 
menge 
mg 


909 100 0,222 
800 963 0,24 
700 93.5 0.265 
600 92 0.307 
500 89.8 2.78 0.36 
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Tabelle V. 


Urease nach Folin. 





Nr. "nae Zersetzung - M 
mg 0» 
1 92,8 100 0,93 1,07 
2 81,2 98,6 0,82 1,22 
3 69.6 93,8 0,74 1,35 
4 DS 88,7 0,65 1,54 
5 46.4 $3.3 0,55 1,81 
) 34,8 77,33 0,45 2,22 
7 23,2 68,22 0,34 2.97 


Tabelle VI. 
Vergleich A. 








Nr. Priparat i 

1 Ae 5 

2 L 5 a] a i 
3 Al 4 2raparer 

4 F 1,07 

5 M (0),.229 Abb. 1. 


Vergleich der Ak- 
Wie man aus Tabelle VI und Abb. 1 ersieht, tiviqat der Urease- 
praparate. 


ist die Aktivitét von Ureasepraparaten bei vélliger ipa cat 
Ac = Aceton, 


Zersetzung des Substrats verschieden. Am aktivsten L = Leitz. 
sind die Aceton- (Ac) und Leitz- (L) Praparate. Al— Alkohol, 
Fol Folin, 
Bei Betrachtung det Tabellen I bis V kann man M — Mehl. 
feststellen: 


1. DaB mit abnehmender Ureasemenge E der Prozentsatz der 
Zersetzung ein und derselben Menge eingefiihrten Substrats (S) 
abnimmt und 2. daB die GréBe A nicht unveranderlich bleibt; sie 
wachst mit der Verringerung der Ureasemenge ungefahr umgekehrt 
proportional zur Fermentmenge, d. h. das Produkt HA = const 
(annahernd). Mit anderen Worten; indem das Ferment bei zunehmender 
Konzentration verhaltnismaBig groBe Mengen Substrat zersetzt, ergibt 
es in absoluten Zahlen Aktivitétsabnahme. Wir unterstreichen, dab 
hier nur annahernde Proportionalitat vorliegt, wobei die besten Werte 
in dieser Beziehung die Ureasepraparate Ac, L, Al (Alkoholpraparat), 
weniger gute entfettetes Meh] (M) und Urease nach Folin (F) liefern. 
AuBerdem fiihrt Verminderung der Fermentmenge zu einer gréBeren 
Abweichung von der obenerwahnten Abhangigkeit. Wir setzen voraus, 
daB diese Abweichungen dadurch zu erkliren sind, daB die Urease- 
praparate nicht geniigend rein sind, d.h. wenn wir eine bestimmte 
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Menge Praparat nehmen, miissen wir eine gewisse unbekannte Meng: 
von Beimischungen abziehen. Bei Abnahme der Ureasekonzentration 
zeigt sich das Vorhandensein einer inaktiven Beimischung sehr deutlich 

Hier kann man eine Parallele ziehen zwischen der angegebenen Ab 
hangigkeit und dem Gesetz von Boyle-Mariotte, welches auch nur in ye 
wissen Grenzen gilt; auBerhalb dieser Grenzen ist es nur fiir ..ideale Gase’ 
anwendbar. Es scheint uns, der Analogie nach, daB die oben angefiihrt: 
Abhangigkeit zwischen der Quantitat der Urease und ihrer Aktivitaét miu 
bei einem idealen, d. h. chemisch reinen Ferment gilt und durch die Forme! 
ausgedriickt werden kann: 

EA K const. (1) 

Wir sind gezwungen, nicht véllig reine Priparate zu benutzen, weshall 
man in die Formel eine Korrektur fiir die Beimischungen einfiihren mul. 
Wenn wir die unbekannte Menge der Fremdsubstanz mit qg bezeichnen 
so wird die richtige Menge an chemisch reinem Ferment durch E£, EE —q 
ausgedriickt. und die Formel (1) lautet 

E, A, kK, (11 
wobei A, die Aktivitat der chemisch reinen Urease bezeichnet.  Folg- 
lich kann die Gleichung (IT) auf folgende Weise ausgedriickt werden 
Das Produkt aus der Menge chemisch reinen Ferments und _ seine! 
Aktivitat ist eime Konstante. Die GréBe AK gleicht numerisch det 
Menge des in die Reaktion eingetretenen Substrats. Die Gleichung (11) 
ist eine Gleichung mit zwei Unbekannten: 4 Beimischung und 
A, Aktivitaét der chemisch reinen Urease. d. h. eine unbestimmte 
Gleichung, welche eine Reihe von Lésungen ergibt, welche auf der Ab- 
hangigkeit der GréBen A, und q beruhen, da A, = / (£,). Indem wir diese 
CGleichung fiir verschiedene Werte von E, lésen, kommen wir zum SchluB,. 
daB die Aktivitat der Ureasepriparate in dem MaB8e steigt, wie die Menge 
des in die Reaktion eingefiihrten Priparats abnimmt, und je nach seiner 
Reinheit. Die Kurve fiir die Gleichung (II) ist eine gleichseitige Hyperbel : 
das bedeutet, daB eine unendlich kleine Fermentmenge eine verhaltnis 
maéBig groBe Menge Substrat zerlegen kann. Dieser Schlu® 1aBt uns an- 
nehmen, daB die Reaktion der Harnstoffzersetzung durch Urease keine 
.. stéchiometrische“, sondern eine typisch katalytische ist. 

Gleichzeitig mit der Bestimmung der Aktivitat wurden die Aceton-, 
Alkohol- und Leitz-Praparate im Exsikkator bis zur Gewichtskonstanz 
getrocknet, und zwar nahmen die Praparate durchschnittlich um 
7,9%, ab. Auf diese Weise ist die Aktivitat dieser Trockenpraparate 
faktisch um durchschnittlich 8°, héher, was praktisch wichtig ist, 
namlich bei der quantitativen Bestimmung des Harnstoffs. Das Meh! 
. . 7 . % . 
ist, wie aus den Untersuchungen hervorgent, auch aktiv. Ubrigens 
bewirken gréBere Mengen in die Reaktion eingefiihrten Mehles mit 
groBem EiweiBgehalt (33°, Prjanischikow) bei der Destillation 
trotz Anwesenheit von 0] oder Oktylalkohol derartige Schaumbildung, 
daB das Gemisch manchmal in die Vorlage tritt. 

Um die Aktivitat der Urease, welche durch Essigséure gefallt war. 
zu bestimmen, wurde eine Reihe von Versuchen angestellt, die aber 
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in negatives Resultat ergaben. Wir nahmen zur Reaktion | g Préparat 
mehr als entfettetes Mehl), wobei manchmal, unabhangig von der 
Menge, Zersetzung des Harnstoffs e:folgte, aber nicht mehr als 15°,. 
Man muB annehmen, daB Essigsiure die Urease zerstért. 


Kontrollversuche auf Anwesenheit von Ammoniak in entfettetem 
Meh! gaben stets negative Resultate. 


Kinetik der Ureasepriparate. 


Indem wir die Wirkung des Ferments auf das Substrat studierten, 
stellten wir uns nicht nur die Aufgabe, die Mindestmenge an Ferment 
zu bestimmen, welche eine gewisse Menge Substrat zersetzt (bei der 
Urease hat auch die quantitative Bestimmung des Harnstoffs einen 
praktischen Wert), es interessierte uns auch die Geschwindigkeit der 
Reaktion. 

Bei der Analyse der Harnstoffzersetzung durch Urease schlieBt 
Euler auf Grund eigener Erfahrungen und zusammengefaBter Ver- 
suche anderer Autoren, daB dieser ProzeB nach dem Typus der Reaktion 

. - r a . 
erster Ordnung verlauft: K lg ———; wo a die Menge des an- 
t a—z 
gewandten Substrats bedeutet, 2 die davon zersetzte Menge zur Zeit ¢ 
und K die Reaktionskonstante, welche die Geschwindigkeit der Reaktion 
auf Grund des Massenwirkungsgesetzes charakterisiert. Euler und 
Brunius schlugen zur Charakteristik der dynamischen Aktivitit 

: aoe , _g Substrat mr ; 

des Ferments die Forme] vor: U / = , wo Uf die dynami- 
g Praparat 
sche Aktivitat des Praparats bedeutet. 

Wir stellten uns nun die Aufgabe: 

1. Uf der von uns gewonnenen Piaparate bei optimalem. py des 
Puffers (7,1) zu bestimmen. 

2. Verinderungen von U/ bei variierter Puffermenge, jedoch 
gleichem py festzustellen. 

3. Uf bei verschiedenen Konzentrationen des Ferments oder 
Substrats zu prifen. 

4. Vergleich mit U/ verschiedener Ureasepraparate. 

Die Methodik der Untersuchung. Als Grundlage nahmen wir die 


von Euler und Brunius vorgeschlagene Untersuchungsmethodik, 
jedoch mit einigen Modifikationen. 


Reagenzien. 1° ige Harnstofflésung, Phosphatpuffer pa = 7,1, 5°, ige 
Schwefelsiure, Winklers Reagens, Standardlésung von salz- oder schwefel- 
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saurem Ammonium (1 ccm 
Versuche in Tabelle VII). 
staten bei 
einer 


diese Weise befand sich in jeder I 
getretenen Harnstofts. 
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— 0,05 mg N). Ureasepraparate (Schema ci 
Die Kolben mit dem Gemisch werden im Therm: 
37°C gehalten; in verschiedenen Zeitabschnitten werden ™m 
Pipette 10cem entnommen und in einen 50 cem-MeBkolben m 
iibergefiihrt (H,5O,4 hemmt die Reaktion). Au 
robe ein Zehntel des in die Reaktion eu 
die Mischung mit Wasser und 5 cen 
wurde der Ammoniak 


20 5° iver . 
locem 5°%iger H,SO, 


Nachdem 
zur Marke aufgefiillt war, 


Winklers Reagens bis 
(Dubosqs Kolorimeter ). 


gehalt kolorimetrisch bestimmt 
da8 das Ferment in einer Zeit 
lbe Substratmenge zersetzt, solange der groBere Teil de 
dann geht mit der Veranderung des py 
Reaktion langsamer vor sich 
wissen Grenze gilt die Gleichung 
ts bedeutet, welche in de: 


Van Slyke und Zacharias zeigten, 


einheit diese 
Substrats noch nicht zersetzt ist ; 
(zufolge der Ammoniakbildung) die 

Mit anderen Worten: Innerhalb einer ge 


x/t — K, wobei x die Menge des Substra 


Zeit t zersetzt worden ist. 
Ein Versuchsbeispiel zeigt Tabelle VII. 
Tabelle VII. 
‘olin 10 ecem. Trockensubstanz in 
1° ,ige Harnstofflésung (100 mg); 
Wasser: 30 ccm. 


Versuch 3. Praparat: Urease nach F 
5ecm 61.9 mg. Substrat: 10 cem. 


a— 10mg. Puffer: 50ccm; PH © 7,1. 








Nr. -_ N z kK . 104 K, . 104 
Min. 

1 30 0,235 0,515 7.6 17 
2 60 0,245 0.525 39 9 
3 90 0,270 0,580 2.8 7 
_4 120 0,850 1,820 6.9 14 
5 159 1.070 2,300 7,6 15 
6 180 1.180 2.530 7,1 17 
35,9 79 

5.98 13,1 


Durehschnittlich: 
48. K.10¢ — 5,98; K,.10* = 18,1. 


Anmerkung. Nach den kolorimetrisch in verschiedenen Zeitabschnitten 
festgestellten Stickstoffmengen (N, dritte Spalte) wurden die in denselben 
Zeitabschnitten zersetzte Harnstoffmenge berechnet (2 = N.- 2,14). K, K, 
und Uf werden nach den angefiihrten Formeln berechnet ; der Deutlichkeit 
halber werden K, Kj, Ui auf K . 104, K, . 10° und Uf. 10° erhdht wieder- 


Ergebnisse: l/ 


gegeben. 

rsuch die Charakteristik des 

if Grund der drei Koeffizienten K, K, und Uf (Ta- 

Die Untersuchung desselben Ureasepraparat- 

ntration des Ferments und des 
In den Tabellen VIII, LX und 

werte zahlreicher Versuche. 


Auf diese Weise gibt jeder einzelne Ve 
Ureasepraparats av 
belle VII, Anmerkung), 
bei gleichen Bedingungen (px, Konze 
Substrats) wurde mehrfach wiederholt. 


den Abb. 1 und 2 finden sich die Mittel 
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Die Resultate der kinetischen Untersuchungen an Folinscher Urease 





Harnstoff 








Nr. i, 4 3 
1 kK. 10 Ay. Us t Puffer Ferment 
1 °/, ig 

1 5,34 11,68 44 10 502” 10 
2 5,55 11,85 41 20 50” 

on 1d. Z 50 0 
3 12,5 27,4 50 10 50 a 
4 4,89 10.58 40 10 20 10 
5 3,15 7,20 25 10 10 10 
6 2,05 4.66 17 10 o% 10 
7 7,18 14,84 31 10 20” 20 

Tahelle IX. 
Vergleich der verschiedenen Ureasepraparate. 
Xr. K. 104 kK, . 102 rp Harnstoff sl Quantitat 
1 / 1 ig Priparat des Priparats 

1 4,43 9,62 53 10 L &2 

2 4.43 9.5 59 10 Ac 75 

3 5,49 11,51 74 10 Alk 75 

4 3,5 . 8.01 48 10 HCl | 75 

) 7,18 14,81 31 10 F 232 

Puffer py 7.1 — 20 em?, 
BBR Lyffer in cm? 


7 
50 B25 W 35 V0 V5 5: 

















Abb. 2. 
Abhingigkeit von ['/, A und kh, 
von der Puffermenge PH , aR 


PH 7,1 
Harnstoff 
Urease 


10 cem, 
10 eem. 
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L 














0,42 
L Ac Al ta fo 
Propara? 
Abb. 3. 


Vergleich von K, AK, und l/ der 
verschiedenen Ureasepriparate 


Puffer Pu 7,1 20 ecm, 
Harnstoff 10 cem 
Leitz, Ac Aceton, Al Alkohol, 
Fol Folin 


7 
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98 A. Ruchelmann: 


Tabelle VIII gibt die verschiedenen Werte fiir Urease nach Folin 
Beim Vergleich der Reihen 1 und 3, 4 und 7 sieht man, daB nur dik 
Fermentmengen abweichen; die iibrigen Ingredienten bleiben dieselbe: 
und in gleicher Konzentration; wir stellen fest, daB die Verdoppelung 
der Fermentkonzentration Uf etwas vergréBert (Reihen 1 und 3) oder 
vermindert (Reihen 4 und 7), aber die Reaktionsgeschwindigkeit wachst 
(gleich der statischen Bestimmung der Aktivitat). 

Vergleichen wir die Reihen 1 und 2, welche sich nur durch dix 
Substratmenge unterscheiden, so sehen wir, daB die Zunahme des 
Substrats fast ohne Wirkung bleibt auf die Aktivitaét des Ferments, 
die Geschwindigkeit der Reaktion aber stark hemmt. Diese Resultate 
entsprechen den Angaben der Literatur, daB Harnstoff und Ammoniak 
(letzterer wird bei der Zersetzung des Harnstoffs gebildet) die 
Wirkung der Urease hemmen, weichen aber in der Frage der Kon- 
zentration von Barendrechts Resultaten ab; dieser Autor fand, dal 
die Hemmung der Reaktionsgeschwindigkeit beginnt bei Harnstoff- 
konzentrationen hdéher als 10%. Wir fiihren die Hemmung der 
Reaktionsgeschwindigkeit auf die kombinierte Wirkung von Harnstoff 
und Ammoniak zuriick, welche sich bei der Reaktion entwickelt, was 
mit den Ausfiihrungen von van Slyke und Zacharias (s. oben) iiberein- 
stimmt, daB das sich bildende Ammoniak durch Anderung des pg dei 
ProzeB hemmt. Wie man aus dem Vergleich der Reihen 1, 4, 5, 6 in 
Tabelle VIII und aus der Abb. 2 ersieht, hemmt die Verminderung der 
Puffermenge von 50 ccm auf Null die Reaktion und beeinfluBt die 
Aktivitat der Urease. Zugleich sieht man aus den Reihen 1 und 6 ein 
jahes Steigen des py bei Versuchen ohne Puffer infolge der Ammoniak- 
bildung. 


Die Zusammenfassung der Versuche mit Trockenpraparaten und 
‘der Vergleich mit den Resultaten der Versuche mit Urease nach Folin 
sind in Tabelle IX und Abb. 3 wiedergegeben. 


Fir alle Versuche nahmen wir 10 ccm 1°,ige Harnstofflésung und 
20cem Phosphatpuffer, py = 7,1, wobei die Menge des Ferments 
variiert wurde (fiir das Folinsche Praparat 10 bis 20 ccm, Trocken- 
substanz in 5cem durchschnittlich 58 mg). Wie aus Tabelle LX und 
Abb. 3 zuersehen ist, beobachteten wir die gréBte Reaktionsgesch windig- 
keit und die geringste Aktivitét beim Folinschen Praparat. Das 
wird dadurch erklart, da& wir von dem Folinschen Praparat 
durchschnittlich 230 bis 235 mg zur Reaktion verwandten, wahrend 
fir Trockenpraparate die Durchschnittsdosis 75 mg, fiir das Leitzsche 
Praparat 82 bis 83 mg betrug. Die tibrigen Praparate sind ungefahr 
gleichwertig, das Trockenpraparat nach der Methode Hahn und Saphra 
(Abkiirzung auf der Tabelle und Abbildung: HCl) zeigte die geringste 
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Lrease. I. bab 


\ktivitat. Wir nehmen an, dab beim Fallen der Proteide und beim 
irwarmen die aktiven Substanzen durch diese Proteide adsorbiert 
werden, auBerdem wirkt die Salzséure ungiinstig auf das Ferment. 


Zusammentassung. 


1. Urease, welche durch Alkohol- und Acetonfallung und mittels 
\lkohol nach vorhergehender Fallung der Proteide durch Salzsaure 
abgeschieden wird, ist stark aktiv; das mit Essigsiure gefallte Urease- 
praparat erwies sich als unaktiv. 

2. Ureaselésung (nach Folin) ist geniigend aktiv; man kann an- 
nehmen, da die vom Permutit adsorbierten Proteide teilweise Ferment 
mitreiBen; iibrigens ist das Arbeiten mit dem Ferment in Lésung sel 
bequem, besonders fiir praktische Zwecke. 

3. Die Wirkung der Urease auf Harnstoff ist als eine typisch- 
katalytische Reaktion zu betrachten. 

4. Die Verainderung der Konzentration des Substrats beeinflubt 
die Aktivitat der Urease, ohne auf die Geschwindigkeit der Reaktion 
einzuwirken. 

5. Die Verainderung der Ureasekonzentration wirkt auf die Reak- 
tionsgeschwindigkeit ein, aber nicht auf die Aktivitat. 

6. Die Veranderung der Puffermenge (py = 7,1) beeinfluBt die 
Aktivitat der Urease und die Reaktionsgeschwindigkeit. 


Es ist mir eine angenehme Pflicht. Herrn Prof. Dr. L. Rosenfeld meinen 
herzlichen Dank fiir seine Anleitung und wertvollen Ratschlaige bei det 
Ausfiithrung dieser Arbeit auszusprechen. 


Literatur. 


Oppenheimer, Die Fermente und ihre Wirkungen. Euler u. Brunius, 
diese Zeitschr. 188, 1, 1927. Euler, Chemie der Enzyme. Smorodinzew, 
Die Fermente der Tier- und Pflanzenwelt. — Jacoby u. Sugga, diese Zeitschr. 
69, 116, 1916. Abderhalden, Handbuch der biologischen Arbeitsmethode. 

Pincussen, Mikromethodik. Revoltella, diese Zeitschr. 184, 144, 1925. 
Falk, ebendaselbst 59. 316, 1914. Rosenfeld, ebendaselbst 154, 141, 1924. 


Prjanischnikow, Privat Ackerbau, 1922 (russisch). Palladin, Handbuch 
der physiologischen Chemie 1927 (russisch). Nernst. Theoretische Chemie. 











Die enzymatische Bildung von Mandelsaureestern. 


Von 
P. Rona, R. Ammon und HI. I. Trurnit. 


(Aus der Chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Universitat 
Berlin.) 


(Eingegangen am 7. Februar 1932.) 


Friihere Arbeiten von P. Rona und R. Ammon! und P. Rona 
R. Ammon und M. Werner? zeigten, daB auch bei der durch Organpulve: 
katalysierten Bildung von Milch- und Buttersaureestern die Esterasen 
eine stereochemische Spezifitat aufwiesen. Es wurde gefunden, dal 
bei Anwendung sowohl eines racemischen Alkohols, als auch eine: 
racemischen Saure als Substrate bei der Synthese die erhaltenen Ester 
optisch aktiv sind. 

Da gerade bei den Estern der Mandelsiure die Hydrolyse durch 
verschiedene Esterasen eingehend studiert worden ist, wobei sel 
charakteristische stereospezifische Verhaltnisse gefunden wurden®, so 
unternahmen es P. Rona, R. Ammon und H. A. Oelkers*, die optischen 
Verhaltnisse bei der Mandelsaure-Esterbildung zu untersuchen. Uber 
raschenderweise wurde gefunden, dag die bei der Hydrolyse von 
Mandelsiureestern in so ausgepragter Weise vorhandene  Konfi- 
gurationsspezifitat im Falle der fermentativen Mandelsdureester 
bildung nicht wiederzufinden ist. In isomolaren Ansitzen aus d-Mandel 
siure, normalem Butylalkohol und |-Mandelsiure, normalem Buty! 
alkohol, denen eine Reihe verschiedener Organpulver zugesetzt wurden, 
bildeten sich die aktiven Butylmandelate mit gleicher — fiir jedes 
Organpulver verschiedener — Geschwindigkeit. In Ansatzen, die au- 
d, |-Mandelsiure, normalem Butylakohol und Organpulvern bestanden 
bildete sich optisch inaktives Butylmandelat. 

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist, die Bildung von Mandel 
siureestern eingehender zu studieren. 


1 Diese Zeitschr. 217, 34, 1930. 

2 Ebendaselbst 221, 381, 1930. 

3 R. Ammon, Fermentforsch. 11, 459, 1930. 
Diese Zeitschr. 231, 59, 1931. 
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P. Rona, R. Ammon u. H. I. Trurmit: Enzymatische Bildung usw. 101 


Die Arbeiten von EF. Bamann und P. Laeverenz' zeigten, dab das 
strychnin die Konfigurationsspezifitat der Menschenleberesterase bei der 
Hydrolyse von d, l-Mandelsdureestern beeinfluBt?. Daher wurde gepriift, 
ob das Strychnin auch auf die Geschwindigkeit der Mandelsaiureester- 
bildung wirkt und ob dabei vielleicht eine optisch auswahlende Synthese, 
also asymmetrische Mandelsiureesterbildung erfolgt. Ferner ist durch 
IV. Fabisch® bekannt, daB Calciumchlorid die enzymatische Synthese 
von Olein-, Elaidin- und Erucasaéure-Isoamylestern hemmt. EF. Keeser* 
fand ferner, daB anorganische Kérper, wie Magnesiumchlorid und Calcium- 
chlorid die Geschwindigkeit der Salicinhydrolyse durch Emulsin 
gemessen an der Abnahme der Linksdrehung -- beeinflussen. Daher 
wurde von uns auch der EinfluB von Magnesiumchlorid und Calcium- 
chlorid auf die fermentative Mandelsdureesterbildung untersucht und 
geprift, ob dabei die Synthese optisch auswahlend erfolgt. Man muB 
eine Einwirkung auf die Konfigurationsspezifitat des Enzyms von 
anorganischen, optisch nicht aktiven Kérpern, wie Calcium und Mag- 
nesium, auf solche Synthesen deshalb als méglich voraussetzen, weil 
nach den bisherigen Vorstellungen iiber die Enzymwirkung (Bildung 
und Zerfall einer Substrat-Fermentverbindung, wobei im Falle eines 
Substrates mit asymmetrischem Kohlenstoffatom zwei diastereomere 
Verbindungen auftreten, deren Eigenschaften verschieden sein kénnen) 
sich zwei neue diastereomere Kérper bilden kénnten (Calcium-Ferment- 
Substratkomplex oder Magnesium-Ferment-Substratkomplex), deren 
Bildungs- und Zerfallsgeschwindigkeiten von den metallfreien Ferment- 
Substrat-Verbindungen ganz verschieden sein kénnen. 


Ferner wurde noch der EinfluB von taurocholsaurem Natrium 
auf die Mandelséureesterbildung untersucht. Es handelte sich hier, 
wie beim Strychnin, um einen optisch aktiven Kérper. 

SchlieBlich wurde als Alkohol das d, l-Athyl-Phenyl-Carbinol, also 
ein Alkohol mit einem asymmetrischen Kohlenstoffatom (C,H, -CHOH 

ia 


‘C,H;) in anderen Ansétzen verwandt und zunachst untersucht, 
ob tiberhaupt die Bildung des Mandelsiureesters dieses Carbinols 
erfolgt, und wenn ja, ob bei der Foterifizierung die Mandelsdure 
wieder racemisch verestert wird vd ob dabei gleichzeitig einer 
Modifikation des Carbinols der Vorzu,"gegeben wird. Denn es hat sich in 


1 Ber. d. Deutsch. Chem. Ges. 638, 349, 394, 1931. Vgl. auch 
R. Ammon und H. Fischgold, Diese Zeitschr. 234, 54, 1931. 

2 Siehe auch .. Kuroya, ebendaselbst 225, 452, 1930, der dieses fiir 
die alkoholische Komponente bei der Hydrolyse von Phosphorsdureestern 
durch Phosphatasen fand. 

3 Ebendaselbst 234, 84, 1931. 

' Arch. f. experm. Pathol. u. Pharm. 166, 663, 1931. 
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102 P. Rona. R. Ammon u. H. I. Trurnit: 


Untersuchungen von P. Rona, E. Chain und R. Ammon! gezeigt, dais 
racemische Carbinole vom Typ (C,H; .CHOH. R) sich gut mit Butter- 
siiure verestern lassen und daS hierbei (unter Anwendung von 
Schweinepankreaspulver) das Ferment einer optisch aktiven Modi 
fikation den Vorzug gibt. Von Murray und King? wurde ferne: 
gefunden, daB soleche Carbinole bei der Hydrolyse von Athylbutyrat 
und Athylpropionat verschieden stark hemmend wirken, je nachdem., 
ob es sich um die d- oder um die ]-Form handelt. 


Als Fermentpraparate wurden in den vorliegenden Untersuchungen 
die Aceton-Ather-Trockenpulver einer normalen Menschenleber und 
Schweinebauchspeicheldriise benutzt. Die Organe wurden zweimal durch 
den Fleischwolf gedreht, mehrfach mit Aceton, Aceton-Ather und Athet 
extrahiert, an der Luft getrocknet, 12 Stunden in der Kugelmiihle 
gemahlen und schlieBlich durch ein sehr feines Sieb aus hartem Messing- 
draht geschiittelt und in eine Pulverflasche mit Schliffst6psel gefiillt 
Durch eine Kontrolle mit gleichen Ansétzen zu Beginn der Versuch 
und mit dem letzten Reste der Pulver wurde festgestellt, daB die Wirksam 
keit sowohl des Leber- als auch des Pankreaspraparates in einem halben 
Jahre nicht merkbar abgenommen hatte. 

Als Substrate dienten: normale Buttersaéure, d, 1-Mandelsaéure, normaler 
Butylalkohol, Isoamylalkohol, sekundarer Butylalkohol (Methyl-Athy! 
Carbinol) und normaler Propylalkohol (diese Praparate von Kahlbaum) 
Das benutzte Strychnin wurde erst als Sulfat zugesetzt, spater aus diesem 
die Base mit Ammoniak gefallt und als solche benutzt. 

Das Athyl-Phenyl-Carbinol wurde in den erforderlich groBen Mengen 
nach einer modifizierten Grignard-Methode unter Riihren hergestellt, die 
in einer gleichzeitig erscheinenden Arbeit von P. Rona, EF. Chain und 
R. Ammon niher beschrieben wird®. Der Siedepunkt des zu dieser Arbeit 
benutzten Priaparates lag bei 10 mm Hg zwischen 98 und 100°C. 

Als Ma8B der Esterbildung wurde der titrimetrisch gemessene Saure 
schwund genommen; die Berechtigung dazu erhellt aus den weiter unten 
beschriebenen Vorversuchen. 

Die Entnahmen aus den Ansatzen (immer je 2cem) wurden mit 
n/25 und n/20 Natronlauge, mit Phenolphthalein als Indikator, titriert 
unter Zusatz von absolutem mit Petrolather vergalltem Alkohol* 

Die chemische Aufarbeitung der Ansitze erfolgte nach den Angaben 
von P. Rona und R. Ammon® und P. Rona, R. Ammon und H. A. Oecelkers®. 

Die Versuchsansitze befanden sich zwischen den Entnahmen in einem 
auf 32°C genau eingestellten Tle ymostaten in einer Schiittelvorrichtung. 
Spontane Esterbildung, also ohn” Zusatz von Organpulvern, wurde bei 
allen untersuchten Alkohol-Saureko!|binationen in Zeiten, die den jeweiligen 

‘N 

' Diese Zeitschr. S. 113. : 

2 Biochem. J. 24, 190, 1930. 

3 ].c. An dieser Stelle méchten wir auch Herrn cand. phil. 2. Chair 
fiir seine freundliche Mitarbeit danken. 

4 Siehe auch die methodischen Anmerkungen bei P. Rona, R. Ammon 
und H. Fischgold, diese Zeitschr. 241, 460, 1931. 
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Enzymatische Bildung von Mandelsaureestern. 103 
Versuchszeiten gleich waren, nicht gefunden. Die Versuchsdauer betrug 
langstens 72 Stunden. 

Die chemische Aufarbeitung der Ansaétze von Athyl-Phenyl-Carbinol, 
Mandelsiure und Organpulver geschah nach einer Methode, de in der 
vleichzeitig erscheinenden Arbeit von Rona, Chain und Ammon (Il. c.) 
initgeteilt wird und auf die bei der Besprechung der Ergebnisse noch etwas 
naher eingegangen wird. 

Zunachst wurde in Vorversuchen die Wirkung von Strychnin auf 
die Geschwindigkeit der Synthese von Buttersaéure an Isoamylalkohol 
untersucht, und zwar fiir verschieden groBe Strychninmengen und bei 
Verwendung von Pankreasesterase (Schwein). 


Tabelle I. 
Versuche iiber die Strychnineinwirkung auf die Isoamyl-Butyratsynthese 
mit Schweinepankreaspulver. 








Nach 19Std. 


Nach 28 Std 


Nach 42Std 


Iso- Norm. Fer- Strych- 
Amyl- Butter- Wasser ment-  nin- An- ae os a 
alkohol siiure pulver sulfat fangs- sya- || syp- || sSyn- 
liter Titer these liter these liter these 
cem ecm eem mg mg Vio 0/6 0}, 
46 1,2 8 100 i 13,3 6,8 49 63 53 5.7 | 57 
46 1.2 28 100 | 100 | 13,7 | 13,4 2.2 || 13,1 44 13,2 3.6 
46 1,2 2.8 100 5 13,1 a7 } i 118 10 11,8 10 
46 12 | 28 — — 1384 134 0 13,3 0,7 134 0 
46 1,2 2.8 - 100 | 13,5 13,3 1,5 || 13,3 15 134 0,8 


Aus diesem Versuch geht hervor, daB ein Zusatz von 100 mg 
Strychnin zu einer m/25 Butterséurelésung in Isoamylalkohol die 
Synthese stark hemmt und daB ein Zusatz von 5mg Strychnin die 
Synthese noch merkbar hemmt. Vorversuche mit noch geringeren 
Strychninkonzentrationen, bei denen aber sehr bald die Grenze der 
Genauigkeit dieser Methode erreicht wird, deuten darauf hin, daB das 
Strychnin auch in noch kleineren Mengen als 5mg pro 50ccm hemmend 
auf die Synthese einwirkt. 

Zueinem Ansatz von d,l-Mandelsiure, Butylalkohol und Pankreas- 
pulver wurden ebenfalls steigende Mengen Strychnin zugesetzt. 


Tabelle Il. 


Versuch iiber die Strychnineinwirkung auf die Butyl-Mandelatsynthese 
mit Schweinepankreaspulver. 





Nach 18 Std. Nach 41 Std 


Strychnin amen. 
Ansatz ——~ Titer Synthese Titer Synthese 

mg %o %5 

poe : 0 2,28 60 30 AY 35 
360 mg Mandelsaure 10 9°31 65 98 - ~ 
50 cem Butylalkohol ~y ai ’ os 
mig ea ine Sa 30 2,32 1,66 28 1,56 33 
o¢ Pormentpeiver 500.275 | 2210s 978 








> 


<o h RE i A egeiae Soe 





104 P. Rona, R. Ammon u. H. |. Trurnit: 


Aus diesem Versuch ersieht man, daB Strychninmengen, die bei 
der Amyl-Butyratsynthese schon stark hemmen, kaum hemmend au! 
die Butylmandelatsynthese einwirken. 

In einigen Vorversuchen wurde auch der EinfluB von Wasser aut 
die Butylmandelatsynthese untersucht, da uns zunachst nur Strychnin 
sulfat zur Verfiigung stand und dasselbe, in Wasser gelést, den Versuchs 
ansitzen zugesetzt wurde. Als Beispiel fiir diese Versuche dienen 
Tabelle IIT und IV. 


Tabelle Ill. 


Versuche iiber die Beeinflussung einer Butylmandelatsynthese durch Wasser 





Mandel- Butyl- Oo , >» 
siure | alkohol ms Perens 


Nach 30 Std. Nach 47 Std 

Anfangs- =_—~ee _— 
ite . Synthese in 

Titer Titer . tits Titer 

mg ecm ecm g 9% bd 


Synthese 


360 50,8 2 2,49 1,98 20 1,89 23 
50,6 2,45 1,94 21 1,89 23 
50,4 y P 2,42 1,96 19 1,85 24 
50,0 0), 2,35 1,95 17 1,81 23 


Tabelle IV. 


Versuche iiber die Beeinflussung einer Butylmandelatsynthese durch Wasser. 





Mandel- | Butyl- H,0 email. ert, 3 Nach 21 Std. Nach 30 Std. Nach 47 Std 
siure alkohol pulver Titer Titer | SYBthese 


Synthese Synthese 


Titer 


Titer ' 
mg ecm | eem g 0/9 Of %J9 


360 | 2 0 2,00 21 1,95; 23 1,91; 25 
360 é 2, 1,85; 20 1.80; 22 1,76 24 
360 ‘ 3 1,90; 12 1,85 15 1,82 16 
360 1,94 11 1,91 12 1,89 13 


Man sieht, daB unter den angegebenen Bedingungen Wasser von 
etwa lccm ab die Synthere ungiinstig beeinfluBt. 


Dann wurden Versuche angestellt iiber die Schadigung des 
Ferments durch den Butylalkohol und durch die Mandelsaure. 


Eine bestimmte Menge Fermentpulver wurde in Butylalkohol suspen- 
diert und 25 Stunden bei 32°C geschiittelt, dann Mandelséiure zugegeben 
und nun die Synthese dieses Ansatzes mit derjenigen eines Kontrollansatzes 
verglichen, bei dem unter sonst gleichen Verhiltnissen die Agenzien erst 
vor dem eigentlichen Syntheseversuch zusammengebracht wurden. Es 
ergab sich, daB die Synthese nach 24 Stunden in dem zuerst beschriebenen 
Ansatz 14%, betrug und in dem Kontrollansatz 22°), also kommt dem 
Butylalkohol wohl eine schidigende Wirkung auf das Ferment zu. 
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DaB ebenfalls die Mandelséure von einer bestimmten Konzentration 
das Ferment irreversibel schadigt, zeigt folgender Versuch: 

Zu drei Ansaétzen von je 30ccm Butylalkohol und 1 g Organpulver 
werden je 100, 400 und 500 mg Mandelsaéure zugegeben und diese Ansatze 
20 Stunden lang bei 32°C geschiittelt. Dann wird nach Abzentrifugieren 
les mandelséurehaltigen Butylalkohols und Auswaschen des Ferment- 
pulvers auf der Zentrifuge bis zur Saurefreiheit jede dieser Fermentpulver- 
portionen zu einem Ansatz von je 30 ccm Butylalkohol und 100 mg Mandel- 
sure zugesetzt und ein Syntheseversuch angestellt, dessen Verlauf folgendes 
Schema wiedergibt : 


T'abelle V. 


Versuch uber die Fermentschadigung durch Mandelsaéure. 





Mandel- Nach 24 Std. 
Ansatz (s. Text) siiure Anfangs- . 
liter Ti Synthese 
iter si 
mg 

fermentansatz, der 20 Std. durch 100 2,71 2.45 9.6 
folgende Mengen Mandelsiure 400 2,71 2,75 0 
geschadigt wurde 500 2.76 2,70 2 


Die Anfangssynthese der nachher mit 100mg Mandelsaiure — ge- 
schadigten Fermentportion (siehe Tabelle V) betrug in 20 Stunden 31". 
Bei den spaiteren Versuchen wurde immer eine m/20 Lésung von Mandelsaure 
in Butylalkohol und eine m/10 Lésung von Mandelsiure in Athyl-Phenyl- 
Carbinol gewahlt, weil bei dieser Konzentration die Fermentschadigung in 
den in Frage kommenden Zeiten gering war und der Saureschwund mit 
n/20 Natronlauge aus der Mikrobiirette noch mit einer Genauigkeit von 
2°, bei 2cem Vorlage bestimmt werden konnte. 


Die Frage erscheint berechtigt, ob es sich tiberhaupt in diesem 
Falle um ein Verschwinden von Saure infolge einer Esterbildung handelt 
oder ob etwa die Mandelsaure auf anderem Wege verschwindet, etwa 
abgebaut, oder an das EiweiB des Organpulvers gebunden wird. Um 
eine Estersynthese nachzuweisen, wurde ein Ansatz von 50 ccm Butyl- 
alkohol, 700 mg Mandelséure und 2 g Menschenleberpulver 24 Stunden 
bei 32° C geschiittelt. Die Synthese in dieser Zeit betrug 11,5°,. Nach 
dem Abzentrifugieren und der Bestimmung des Endtiters wurden die 
bleibenden 40 ccm nach Zusatz von etwas Ather im Scheidetrichter 
mit Soda geschiittelt, um die nicht veresterte Mandelsaure als Natrium- 
mandelat zu entfernen, der Ather abgedampft und die Lésung mit 
Heem nNatronlauge (Titer 0,987) und 30ccem abs. Alkohol ver- 
setzt und 3 Stunden am RiickfluBkiihler gekocht. Nach dieser 
Zeit verbrauchte die Lésung 55,lcem n/10 Schwefelsaure. Daraus 
errechnet sich, daB annaihernd 61 mg Mandelsiure verestert wurden. 
Auf Grund der Titration zur Bestimmung des Synthesegrades sind 
in der verarbeiteten Fliissigkeitsmenge 64 mg Mandelsiure verestert 
worden. 
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Weiter interessierte es, namentlich im AnschluB an eine Arbeit 
von E£. Bamann und P. Laeverenz', zu untersuchen, welchen Einfluf 
auf die Mandelsdureestersynthese eine Vorbehandlung des Ferment: 
durch Erhitzen haben wiirde. 


Zunachst wurde eine Suspension von 2 g Menschenleberpulver in 20 cen 
Butylalkohol in einem Wasserbade auf 99°C 20 Minuten lang erhitzt 
abgekiihlt, dann werden 152 mg Mandelsaure zugesetzt und der Anfangstite 
bestimmt. Er betrug 1,59. Der Titer sank dann in den nachsten 21 Stunde 
von 1,59 auf 1,50 und in weiteren 44 Stunden auf 1.41; also fand noch ein 
Svnthese von 7”, in rund 70 Stunden statt. 

Dann wurde zu einer Lésung von 150mg Mandelsaure in 20 cen 
Butylalkohol 1g eines Menschenleberpulvers zugesetzt, das 3 Stunden 
trocken auf 60 bis 70° C erhitzt worden war, und zu einem gleichen Kontrol! 
ansatz | g unbehandeltes Leberpulver. Im ersten Falle betrugen die Wert: 
des Anfangstiters und des Titers nach 24 und 48 Stunden: 2,12, 1,47 und 
1,42; im zweiten Falle: 1,95, 1,38 und 1,28. Das bedeutet, daB das erhitzt: 
Ferment eine Synthese von 33”,, bewirkt und das unerhitzte eine solch: 
von 34°,. Nun lag der Verdacht nahe, daB das Pulver beim Erhitzen 
Wasser verloren habe und so die Gewichtsmengen in den einzelnen Ansatzen 
nicht mit ihrer Wirksamkeit untereinander vergleichbar waren. Es wurden 
daher in einem anderen Versuche zwei Pulverportionen vor dem Erhitzen 
abgewogen und dann 24 Stunden lang trocken auf 70° erhitzt. Dann wurde 
folgender Versuch angesetzt : 

Flasche 1. Die eine der erhitzten Fermentportionen (2g) zu einer 
m /20 Mandelséurelésung in Butylalkohol. 


Flaschen 2. Dasselbe mit nicht erhitztem Ferment. 

Flasche 3. Wie Flasche 7, nur mit m/2 Buttersdiure statt m/20) 
Mandelsaure. 

Flasche 4. Wie Flasche 3. aber mit nicht erhitztem Ferment 


Tabelle VI gibt AufschluB8 iiber den Verlauf dieses Versuchs. 


Tabelle VI. 





Nach 22 Std. 
Versuch Anfangs- 
Titer liter Dee 


Nr. 


7! 
3f 


1,97 1, 
1,92 1. 
19,99 19.10 
19.80 18,40 


In einem weiteren Versuch wurden 2 g Menschenleberpulver in 50 cen 
Butylalkohol eine Stunde lang auf dem Olbade mit RiickfluBkiihler gekocht 
(Siedepunkt des Butylalkohols = 117°C) und nach dem Abkiihlen 380 mg 
Mandelsaéure zugesetzt (m/40). Der Kontrollansatz wurde genau so und 
gleichzeitig angesetzt, nur daB in der einen Stunde. in der der erste Ansat? 


' Ber. d. Deutsch. Chem. Ges. 63. 2939. 1930. 
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erhitzt wurde, der Kontrollansatz bei Zimmertemperatur stand. Den Verlauf 
des Versuches zeigt die Tabelle VIT. 


Tabelle VII. 





: Nach 24 Std Nach 48 Std 
Versuch Anfangs- . 
Titer Titer a may Titer ee 
Nr ° ° 
1 1,69 1,54 8.9 1,52 10.0 
2 2.00 1,57 21,4 1,51 24.4 


Aus diesem Versuch ergibt sich, daB es sich hier um ein auBer- 
ordentlich thermostabiles Ferment handeln muB, da selbst einstiindiges 
Erhitzen in Butylalkohol auf 117°C die Wirksamkeit des Menschenleber- 
pulvers noch nicht vollkkommen vernichtet, sondern sie nur um etwa 
3), ihrer GroBe schadigt, verglichen mit der Kontrolle nach 48 Stunden ; 
wahrend 24stiindiges, trockenes Erhitzen auf 70°C die Wirksamkeit 
auf ungefahr die Halfte herabsetzt. 


Wenn man die Synthesegeschwindigkeit bei isomolaren Ansatzen 
von Mandelsaure in normalem Butylalkohol, sekundarem But ylalkohol, 
normalem Propylalkohol, Iso-Amylalkohol und Phenyl-Athyl-Carbinol, 
ferner die Synthesegeschwindigkeit bei isomolaren Ansjtzen von 
Mandelsaure in Butylalkohol mit Schweinepankreas- und Menschen- 
leberpulver vergleicht, so ergibt sich, daB bei allen Kombinationen 
die Synthese nach 24 Stunden zwischen 25 und 35°, liegt, wenn 
man mit m 20 Losungen (immer auf Mandelsaiure bezogen) und rund 
5°, Fermentkonzentration arbeitet. 

Es wurde auch ein Glycerinextrakt aus dem Pankreaspulver hergestellt 
und versucht, ob bei Zugabe von Mandelséiure oder Butterséure eine 
Veresterung dieser Saéuren mit dem Glycerin stattfande. 

Eine Glycerinmandelatsynthese fand statt, und zwar waren nach 
27 Stunden 17°,,, nach 35 Stunden 19°,, der Mandelsiure verschwunden. 
Wir haben diese Versuche nicht weiter fortgefiihrt, da das Glycerin infolge 
der Eigenveresterung als dreiwertiger Alkohol wegen der Bildung von 
mono-, di- und tri-Mandelaten dazu ungeeignet erscheint. 


Der EinfluB von Strychnin auf die Konfiqurationsspezifitat von Schweine- 
pankreasesterase und von Menschenleberesterase bei der fermentativen Mandel- 
sdureesterbildung. 


Nach diesen Vorversuchen, die iiber die geeigneten Substrat- 
konzentrationen, die erforderlichen Fermentmengen und die Fehler- 
quellen Klarheit geschafft hatten, wurden Versuche uber die Wirkung 
von Strychnin auf das optische Auswahlvermégen von Schweine- 
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pankreaspulver bei einer Butylmandelatsynthese angestellt. Als Bei- 
spiel eines solchen Versuchs dienen folgende Angaben: 

In 100cem Butylalkohol wurden 720 mg Mandelséure (m/20) und 
200 mg Strychnin. bas. (0,2°,) gelést. Von dieser Lésung wurden 80 cen 
mit 5g Schweinepankreaspulver 20 Stunden lang bei 32°C geschiittelt 
Die Synthese in dieser Zeit betrug 31°... Aus dieser Lésung wurde die 
unveresterte Mandelsiure wiedergewonnen, in 5 ccm Wasser gelést, ein Tei! 
der Lésung polarisiert und der Rest titriert. 2cem dieser Lésung ver 
brauchten 6,36 cem n/25 Natronlauge. Die Lésung war also n/7 (2° jig). 
enthielt also annéhernd 110 mg Mandelsiéiure (Ausbeute 30°,). Die Drehung 
betrug im 1-dm-Rohr 0,02° (die Fehlergrenze unseres Instrumentes 
liegt bei + 0,02° (s. Tabelle IX, Nr. 3). 


Der EinfluB von Magnesium, Calcium und taurocholsaurem Natrium auf div 
Butylmandelats ynthese. 

Der EinfluB8 von Magnesiumchlorid, Calciumchlorid und taurochol- 
saurem Natrium auf die Synthesegeschwindigkeit der Butylmandelat- 
synthese mit Schweinepankreaspulver und Menschenleberpulver er- 
hellt aus den folgenden Tabellen: 


Tabelle VIIla. 





Nach 18 Std. 


Anfangs- 


Ansatz Zusatzstotte ‘ 
Miter Titer 


Synthese 


50 mg 2, 1,87 21 
Calciumeblorid 
50 mg 1,70 
Magnesiumeblorid 


50 cem Butylalkohol, 
360 mg Mandelsaure, 
3g Schweinepankreas- 

pulver 150 mg 2,4¢ 1,97 
tau. Na. 
_ 2, 1,89 





Na taurocholsaures Natrium. 


Tabelle VIIIb. 





Nach 26 Std. 
Anfangs- 


Ansatz Zusatzstoffe = 
liter Titer 


Synthese 
0 


125 mg 2.3 1,69 31 
50 ccm Butylalkohol, Calciumchlorid 





360 mg Mandelsiure, 
3g Schweinepankreas- 
pulver 


125 mg 2.3% 1,41 


Magnesiumchlorid 


150 mg | 2,56 
tau. Na 


. Na = taurocholsaures Natrium. 


1,78 
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Aus beiden Versuchen geht hervor, daB Magnesiumchlorid 
in den angewandten Konzentrationen eine Forderung der Syn- 
these bewirkt. Bei einem dem in Tabelle VIII dargestellten ent- 
sprechenden Versuch, in dem nur statt Schweinepankreaspulver 
Menschenleberpulver genommen wurde, ergaben sich Unterschiede in 
der Synthesegeschwindigkeit, die unter 2°, lagen, also innerhalb der 
Fehlergrenze. 


EinfluB des Magnesiumchlorids auf die Konfigurationsspezifitat der Schweine- 


pankreasesterase auf die Butylmandelatsynthese. 


Kin Ansatz von 100ccem_ Butylalkohol, 720mg Mandelsaure, 
4g Schweinepankreaspulver und 200mg Magnesiumchlorid wurde 
18 Stunden bei 32°C geschiittelt. Die Synthese betrug in dieser Zeit 
28°... Nach der Aufarbeitung verbrauchten 2ccem der polarisierten 
Lésung 12,1 cem n/25 Natronlauge. Die Lésung war also 3,6° ig. Sie 
drehte im 1 dm-Rohr — 0,03° (s. Tabelle IX, Nr. 4). 


EinfluB von taurocholsaurem Natrium auf die Konfigurationsspezifitat der 
Schweinepankreasesterase bei der Butylmandelatsynthese. 


Ein ebenso angesetzter Versuch mit taurocholsaurem Natrium 
statt Magnesiumchlorid ergab nach der Aufarbeitung der! nicht ver- 
esterten Mandelséure bei der Polarisation eine Drehung von +- 0,03° 
im 1 dm-Rohr (die Lésung war 2,5°,ig). 


Der EinfluB von Strychnin auf die Konfiqurationsspezifitat der Menschen- 
leberesterase, bei der Butylmandelatsynthese. 

Ein weiterer Ansatz von 100 ccm Butylalkohol, 720 mg Mandel- 
siure und 200 mg Strychnin wurde mit 4g Menschenleberpulver ge- 
schiittelt und die unveresterte Mandelsiure chemisch aufgearbeitet und 
polarisiert. Die polarisierte Lésung war 2,3° ig, und die Drehung im 
1 dm-Rohr betrug — 0,03°. 

Es konnte also zundchst wieder gezeigt werden, daB die Mandel- 
siure symmetrisch verestert wird, wie es schon P. Rona, R. Ammon und 
H. A. Oelkers: beschrieben haben (s. Tabelle LX, Nr. 1 und 2). Ferner 
konnte durch Zusatzstoffe (Strychnin, taurocholsaures Natrium, 
Magnesiumchlorid) eine Beeinflussung der Konfigurationsspezifitat 
sowohl der Schweinepankreasesterase als auch der Menschenleber- 
esterase bei der synthetisierenden Wirkung auf die Butylmandelat- 
synthese nicht erreicht werden. 
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Tabelle 1X. 


Ubersicht iiber die zur Beeinflussung der Konfigurationsspezifitat 
angesetzten Versuche. 





Versuch Fermentart mg Zusatzstoff Synthese 
Nr. ° Molaritat auf 100 cem bezogen 9 Bemerkungen 
1* 4 Schwp.** m/20 — 35 Als Alkohol: iso- 
Amylalkohol. 
Q* 4 P m/20 i 31 Als Alkohol: Norm 
Butylalkohol. 
3* 5 Ps m 20 200 mg 31 Dasselbe. 
Strychnin 
4* 4 p m/20 200 mg 28 Z 
Magnesiumchlorid 
5* 4 ‘s m/20 200 mg 39 ‘ 
Na-Taurocholat 
6* 4 Mnl.*** m/20 200 mg 26 5 
Strychnin 
7* © . m/10 31 Als Alk.: Phenyl 
Athyl-Carbinol, s 
Naheres im Text 
weiter unten 
8* 4.5 , m/20 11 Als Alkohol: Norm 
Butylalk. Niheres 
siehe im Text. 
* Die [@] der unveresterten wiedergewonnenen Mandelsdure waren bzw. — 0,50°, —0,92°, 
— 1,000, —0,83°, + 1,209, 1,309, — 0,479, 0,00°. ([@], der Mandelsiure ist +1559.) Doch 


haben diese berechneten Werte bei der Kleinheit der gefundenen Drehungen keinen realen Wert 
** Schweinepankreaspulver. 


*** Menschenleberpulver. 


Bei der symmetrischen Bildung von Mandelsdureestern mub 
folgendes bedacht werden. Wenn von racemischer Mandelséure, normalem 
Butylalkohol und dem Fermentpulver ausgegangen wird, so miuBte, 
auch wenn einer Modifikation der Vorzug gegeben wiirde, bei Er- 
reichung des Gleichgewichts doch wieder ein racemischer Ester 
vorhanden sein. Es wurde daher ein neuer Versuch mit normalem 
Butylalkohol, racemischer Mandelsiure und Menschenleberpulver an- 
gesetzt, um méglichst friih die Esterbildung zu unterbrechen (bei un- 
gefahr 10°, Mandelsiureschwund) und um dann nach der chemischen 
Aufarbeitung zu priifen, ob jetzt die unveresterte wiedergewonnene 
und die veresterte, ebenfalls chemisch aufgearbeitete Mandelsaure eine 
Drehung aufweisen (s. Tabelle IX, Nr. 8). Auch in diesem Versuch 
konnte gezeigt werden, das sowohl die unveresterte als auch die 
veresterte Mandelséure ein so geringes spezifisches Drehungsvermégen 
aufwiesen, daB daraus kein SchluB auf die asymmetrische Esterbildung 


gezogen werden kann. 
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Versuch einer Athyl-Phenyl-Carbinyl-Mandelats ynthese. 
Zum SchluB wurde versucht, die Mandelsiure mit d, |-Athyl- 
Phenyl-Carbinol zu verestern. Uber die SynthesegréBe von Athyl- 
Phenyl-Carbinyl-Mandelat orientierten zwei Vorversuche : 


Tabelle X. 





Molaritit Car- Mandel- hile Mnl nsiiciine. Hach 7 804. Nach 22 Std. 
Sn binol | stiure * ads Bee 3 Titer ni Synthese)... Synthese 

nahernd end liter . Titer Pi 

cem mg g g 0 ( 
m /20 10 70 05 1,92 — — 1,45 24 
m /40 10 30 0,5 0,94 _ 0,67 29 
m/5 20 700 3 8.5 7,2 15 6,5 23 
m/10 20 350 — 3 4.67 3,37 28 3,02 35 
m/20 20 180 — 3 2,37 1.73 27? 1,37 42 

Schwp. Schweinepankreaspulver. Mn]. = Menschenleberpulver. 


Dann wurde ein Ansatz von 100cem Athyl-Phenyl-Carbinol, 
1,52 g Mandelsaure, 10 g Menschenleberpulver bereitet und 3 Tage ge- 
schiittelt. Die Synthese betrug nach dieser Zeit 31°). 

Der Ansatz wurde so aufgearbeitet, daB das unveresterte Carbinol 
mit dem Ester zusammen ausgeithert wurde und die unveresterte 
Mandelsiure auf die friiher beschriebene Art weiter aufgearbeitet, 
titriert und polarisiert wurde. Von der atherischen Lésung! des Esters 
und Carbinols wurde der Ather nach dem Trocknen abgedampft, der 
tiickstand filtriert und einer fraktionierten Vakuumdestillation unter- 
worfen. Das Carbinol ging bei 10 mm Hg und 98° iiber, und es blieb 
ein gelblicher Riickstand von | bis 2 ccm, der mit 2 cem racemischem 
Carbinol aus dem Fraktionierkolben ausgewaschen wurde und auf der 
Zentrifuge von einem braunlichen Riickstand 10 Minuten abzentrifugiert 
und dann in ein 1dm-Rohr zum Polarisieren gefiillt wurde. Diese 
Lésung zeigte im 1 dm-Rohr eine Drehung von + 0,20°. Danach wurde 
die gesamte Menge des aus dem Zentrifugenglas pipettierten Zentri- 
fugats mit 6cem n-Natronlauge 3 Stunden am RickfluBkihler gekocht 
unter Zusatz von abs. Alkohol. Die Lésung verbrauchte nach dem 
Verseifen 52,6ccem n/10 Schwefelsiure. Aus den angegebenen Daten 
errechnet sich, daB sie rund 10°, Ester enthielt. 

Die aus dem wasserigen Extrakt nach Ansauern und Ausathern 
aus dem Atherextrakt wiedergewonnene unveresterte Mandelsiure 
zeigte im 2dm-Rohr eine Drehung von héchstens —- 0,05° (die Lésung 
war schwach braunlich gefarbt und machte eine genaue Polarisation 
unmdéglich) (s. auch Tabelle IX, Nr. 7). 

Das unveresterte, durch die fraktionierte Vakuumdestillation ge- 
wonnene Carbinol drehte im 2 dm-Rohr + 0.08" (wahrscheinlich ent- 
hielt es geringe Mengen mitiibergegangenen rechtsdrehenden Esters). 
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Zusammenfassung. 


Der EinfluB von Strychnin, taurocholsaurem Natrium, Magnesiun 
chlorid und Calciumchlorid auf die Geschwindigkeit der Buty! 
mandelatsynthese durch Menschenleber- und Schweinepankreaspulve: 
und auf die stereochemischen Verhaltnisse bei dieser Synthese wurde 
untersucht, und es wurde gefunden, daB Strychnin eine schwach hem- 
mende Wirkung austibt, wihrend dem Magnesiumchlorid eine deutlic! 
fordernde Wirkung unter den gewahlten Bedingungen zukommt. 

Kine optisch asymmetrische Synthese des Butylmandelats liet 
sich durch keinen der genannten Zusatzstoffe erzielen. 

Bei der Veresterung der Mandelsaiure mit einem d, |-Alkohol, dem 
Athyl-Phenyl-Carbinol, wird nur das Carbinol asymmetrisch verestert, 
und zwar das d-Carbinol schneller als das |-Carbinol, wahrend gleic} 
zeitig die d, 1-Mandelsiure symmetrisch verestert wird. 
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Beitrige zur enzymatischen Esterbildung und Esterspaltung. 
Von 
P. Rona, E. Chain und R. Ammon. 


(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Universitat 
Berlin.) 


(Eingegangen am 7. Februar 1932.) 


Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit folgenden Fragen: 

1. Uber die kinetischen Vorginge bei der enzymatischen Ester- 
synthese liegen bis jetzt nur sehr wenige Arbeiten vor. Durch neue 
experimentelle Untersuchungen an bisher noch nicht verwandten 
Substraten soll das vorhandene Tatsachenmaterial erweitert werden. 

2. Durch einige Arbeiten ist bekannt, daB im allgemeinen Ester, 
deren Alkohol- oder Saurekomponente ein asymmetrisches C-Atom 
enthalt, durch das Ferment asymmetrisch synthetisiert werden. 
Indessen liegen in quantitativer Hinsicht tiber den Gang der optischen 
Auswahl bei der fermentativen Estersynthese noch keine Unter- 
suchungen vor. Nun sind durch das charakteristssche Verhalten des 
Ferments bei der Hydrolyse von Estern mit asymmetrischem C-Atom 
gerade in quantitativer Hinsicht im Laufe der Untersuchungen wichtige 
theoretische Folgerungen und Einblicke in den Wirkungsmechanismus 
der Fermentreaktion méglich geworden. Deshalb schien die quanti- 
tative Verfolgung des optischen Auswahlvermégens durch das Ferment 
in Abhangigkeit vom Grade der Synthese von Wichtigkeit. 

3. Das Studium der Kinetik des optischen Auswahlvermégens bei 
der fermentativen Esterhydrolyse war bisher fast nur an Estern durch- 
gefiihrt worden, deren Asymmetriezentrum im Saurerest lag. Es war 
daher zu untersuchen, wie das Ferment sich solchen Estern gegeniiber 
verhalt, deren Asymmetriezentrum in der Alkoholkomponente liegt. 

4. Charakteristisch fiir die fermentative Hydrolyse ist die Beein- 
fluBbarkeit der Hydrolysengeschwindigkeit durch den Zusatz gewisser 
Stoffe, die als ,,Hemmungskérper“‘ bezeichnet werden. Es war nach- 
zupriifen, ob diese Stoffe bei der Estersynthese analoge Wirkungen 
zeigen. 
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5. Beim Studium der Hydrolyse der von uns gewahlten Ester, 
die praktisch véllig wasserunlislich sind, hatten wir Stellung zu nehmen 
zu der Frage der Anwendbarkeit des Massenwirkungsgesetzes auf dix 
Kinetik der enzymatischen Esterhydrolyse. 

6. Beim Studium der fermentativen Ester-Synthese konnten 
wir die Feststellung machen, daB die Synthese-Kinetik weitgehend 
von Faktoren abhangig ist, die als spurenweise Beimengungen de: 
zu synthetisierenden Substrate bei verschiedener Darstellungsweis« 
derselben auftreten kénnen, ohne daB sie sich mit den gewodhnlichen 
chemischen Methoden nachweisen lassen. Alkohole, die anscheinend 
vollig identisch sind, werden je nach der Darstellung in dem einen 
Falle sehr gut, in dem anderen iiberhaupt nicht verestert. Diese 
Beobachtung, die fiir Fermentreaktionen allgemeine Bedeutung hat, 
war weiter auszuarbeiten; die verschiedenen Substrate muBten auf 
verschiedene Weise dargestellt und auf ihre Kinetik untersucht werden. 


Eine allgemeine Literaturiibersicht iiber die stereochemische Spezifitat 
der Esterasen ist von R. Ammon' zusammengestellt worden. Die asym- 
metrische Hydrolyse ist an den Beispielen der racemischen und optisch- 
aktiven Mandelsadureester eingehend von LR. Willstdtter, E. Bamann und 
Mitarbeitern sowie von P. Rona, R. Ammon und Mitarbeitern untersucht 
worden. 

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind die folgenden: 

1. Die Esterasen zeigen eine ausgepragte Konfigurationsspezifitat zu 
den einzelnen optisch aktiven Modifikationen. 

2. Es lieBen sich quantitative Aussagen iiber Bildungs- und Zerfalls- 
geschwindigkeiten der diastereomeren Zwischenprodukte machen und 
Riickschliisse auf gewisse bei der Spaltung beobachtete Vorginge ziehen 
(Aktivitats-P,-Kurven; eine Esterase bevorzugt z.B. bei der Spaltung 
der racemischen Mandelséureester die d-Modifikation, bei der Hydrolyse 
der einzelnen aktiven Formen wird durch dasselbe Ferment der 1-Ester 
schneller gespalten; die Dissoziationskonstanten und Zerfallskonstanten 
lassen sich an einigen Beispielen nach der Weber-Ammonschen Formel 
zusammenfassen, die es gestattet, die aus der Racemathydrolyse erhaltenen 
Ergebnisse zu den Ergebnissen aus der Hydrolyse der optischen Modifi- 
kationen in Beziehung zu setzen usw.). 

3. Das optische Auswahlvermégen der Esterasen ist durch optisch- 
aktive wie auch durch optisch inaktive Stoffe, durch Variation der Kon- 
zentration des racemischen Substrats, durch verschiedene Vorbehandlung 
des Ferments beeinfluBbar (Bamann). 

Uber die fermentative Ester-Synthese liegen im ganzen bisher nur 
wenige Arbeiten vor. Ihre Ergebnisse sind kurz die folgenden: 

1. Bei der fermentativen Synthese von Estern, die im Saéurerest oder 
im Alkoholrest ein asymmetrisches C-Atom haben, bevorzugt das Ferment 
wie bei der Hydrolyse im allgemeinen eine optische Modifikation*. Eine 


1 Fermentforsch. 11, 459, 1930. 
2 Rona u. Ammon, diese Zeitschr. 217. 34, 1930; Rona, Ammon u. 


Werner, ebendaselbst 221, 381, 1930. 
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\usnahme hiervon stellt die fermentative Veresterung der Mandelséure 
dar, die unter den verschiedensten Bedingungen stets symmetrisch ver- 
estert wird?. 

2. Wie bei der Hydrolyse ist auch bei der Synthese die Aufstellung 
von Aktivitaéts-P,-Kurven bei Auswahl geeigneter Substrate mdéglich, 
so daB auf einen ahnlichen Reaktionsmechanismus (Bildung und Zerfall 
von Ferment-Substratverbindungen) geschlossen werden darf?. 


Wir haben in der vorliegenden Untersuchung ausschlieBlich Butter- 
-iureester synthetisiert und gespalten, weil die Buttersiéure das Ferment 
nach den allgemeinen Erfahrungen nur wenig schadigt, leicht verestert 
wird und ihre Ester leicht gespalten werden. 


Die Auswahl der zu verwendenden Alkohole war nicht ganz einfach, 
weil sie nach folgenden Prinzipien zu geschehen hatte: 

1. Der Alkohol mit asymmetrischem C-Atom muBte iiberhaupt vom 
Ferment verestert und seine Butterséiureester fermentativ spaltbar sein. 

2. Er muBte fliissig sein, denn bei der Verwendung eines festen Alkohols 
muB bei der fermentativen Synthese Aceton bzw. Ather als Lésungsmittel 
und Reaktionsmilieu fiir Alkohol und Saure verwendet werden?; dadurch 
wird erstens die Synthese im allgemeinen immer erschwert, und zweitens 
muBten wir bei unseren Versuchen, wo es sich um quantitative Bestimmungen 
der Konfigurationsspezifitét handelte, nach Moéglichkeit alle Fremd- 
kérper ausschalten, da sie einen Einflu8 auf diese haben kénnen (Bamann 
und Laeverenz* fanden, daB sogar der optisch inaktive Athylalkohol einen 
starken Einflu8 auf die Konfigurationsspezifitat der Menschenlebéresterase 
bei der Spaltung des racemischen Mandelsaéure-iithylesters hat). 

3. Die Alkohole sollten ohne allzu groBe priparative Schwierigkeiten 
darstellbar sein, weil fiir die fermentativen Syntheseansitze sehr groBe 
Mengen benétigt werden. 

4. Das spezifische Drehungsvermégen der optischen Modifikationen 
sollte méglichst hoch sein. 

Wir fanden als geeignete Substrate, die allen Anforderungen 
entsprechen, die phenylierten sekundéren Carbinole vom Typ ©,H, 
.CHOH.R. Wir untersuchten die homologen Carbinole vom Methyl- 
Phenyl-Carbinol bis zum Butyl-Phenyl-Carbinol sowie ihre Butter- 
saureester. 

Praparativer Teil. 


1. Darstellung der Carbinole. 


Es wurden dargestellt: 
Methyl-Phenyl-Carbinol, C,H, . CHOH . CHs, 
Athyl-Phenyl-Carbinol, C,H,.CHOH . CH, .CH,, 
Propyl-Phenyl-Carbinol, C,H; .CHOH . CH, .CH,.CHs, 
Butyl-Phenyl-Carbinol, C,H;.CHOH .CH,.CH,.CH,.CHs, 


1 Rona, Ammon u. Oelkers, diese Zeitschr. 231, 59, 1931; Rona, Ammon 
u. Trurnit, vgl. 8.100. 

2 Rona, Ammon u. Fischgold, ebendaselbst 241, 460, 1931, ferner Sym, 
ebendaselbst 230,, 19, 1931. 

3 Ber. d. Deutsch. Chem. Ges. 64, 897, 1931. 
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und zwar alle vier Carbinole nach der Reaktion von Grignard, durch Um 
setzung der entsprechenden Alkyl-Magnesium-Bromide (mit Ausnahme de- 
Methyl-Phenyl-Carbinols, bei dem Methyl-Jodid verwendet wurde) mit 
Benzaldehyd: 


1, R Hal + Mg = R Mg Hal. 
— OMg Hal 


2. R Mg Hal + C,H;CHO = C,H,;CH~ , 
(Grignard -Zwischenverbindung) 
3. C,H,OH~ 2 ™*"™ + H,0 = C.H,CHOH R + Mg(OH)Hal. 


Die ersten drei Carbinole wurden auBerdem noch durch Reduktion de: 
entsprechenden Ketone mit Natrium und Alkohol dargestellt. 

Wie aus der spater folgenden Beschreibung der Versuche ersichtlich 
ist, brauchten wir fiir die fermentativen Syntheseansitze sehr groBe Mengen 
Athyl-Phenyl-Carbinol und Propyl-Phenyl-Carbinol, um bei der fermen- 
tativen Veresterung nach der chemischen Aufarbeitung eine fiir die Be 
stimmung des Polarisationswertes und der Verseifungszahl geniigend groGe 
Esterausbeute zu erhalten. Wir mu8ten daher die bei der Umsetzung 
der einfachen Alkyl-Halogenide an und fiir sich glatt verlaufende Grignard 
Methode so ausbauen, daB wir ohne Schwierigkeiten bequem die fiir 
unsere Zwecke notwendigen groBen Carbinolmengen erhalten konnten. 
Folgende technische Unbequemlichkeiten treten in der Grignard-Reaktion 
bei Umsetzung groBer Mengen Magnesium in Erscheinung: 

1. Bei der Darstellung der Alkyl-Magnesium-Halogenidverbindungen 
und in erhédhtem MaBe bei der Darstellung der Grignard-Zwischenverbindung 
treten leicht Reaktionsverziige auf, die auf unvollstandiger Umsetzung des 
Magnesiums mit dem Alkyl-Halogenid bzw. des Alkyl-Halogenids mit der 
zweiten Komponente, in unseren Fallen dem Benzaldehyd, beruhen und 
ein plétzliches, auBerordentlich heftiges, nicht mehr regulierbares Einsetzen 
der Reaktion zur Folge haben; diese Reaktionsverziige sind nicht zu ver- 
meiden, wenn nicht dauernd gut geschiittelt wird, was bei Verwendung 
gréBerer Fliissigkeitsmengen in groBen GefaiBen nicht ganz einfach ist. 

2. Die Grignard-Zwischenverbindung scheidet sich als halbkristalline 
Schmiere ab, die schnell zu einer festen, zihen Masse erstarrt und, vor allem 
beim Arbeiten mit gréBeren Mengen Magnesium, nur mit den gréBten 
Schwierigkeiten aus dem ReaktionsgefaB zur Zersetzung entfernt werden 
kann. 

3. Bei der Aufarbeitung der Grignard-Ansaétze nach der Zersetzung 
erhalt man wegen der groBen, zur Zersetzung notwendigen Eismengen 
groBe Fliissigkeitsvolumina, die unbequem handzuhaben sind. 

Die beiden erstgenannten Ubelstande werden in ausgezeichneter Weise 
vermieden, wenn man in das ReaktionsgeféB, wie weiter unten beschrieben 
wird, einen starken mechanischen Riihrer mit Quecksilberverschlu8 einbaut. 
Reaktionsverziige kénnen unter diesen Umstanden iiberhaupt nicht vor- 
kommen, die gesamte Reaktion, Darstellung der Alkyl-Magnesium-Halogenid 
verbindung und der Grignard-Zwischenverbindung, ist sehr fein regulierbat 
und kann sich selbst iiberlassen werden. Das wichtigste Ergebnis dieser 
apparativen Anordnung jedoch ist, daB in allen Fallen, auch bei den 
niedrigen Homologen, die Grignard-Zwischenverbindung als_kristallines 
Pulver ausfallt, das mit Leichtigkeit aus dem Kolben entfernt werden kann 
und durch die Zersetzungsmedien Eis — Schwefelséure oder Eis— Ammon- 
chlorid momentan angegriffen wird. Auch sehr groBe Ansaitze kénnen nach 
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lieser apparativen Anordnung mit Leichtigkeit durchgefiihrt werden; sie 
t in allen Fallen zu empfehlen, bei denen mehr als | Mol Magnesium zur 
Umsetzung gebracht wird. Schon an dieser Stelle weisen wir auf folgende 
Beobachtung hin: Die Grignard-Zwischenverbindung fallt um so schéner 
kristallin aus, je héhere Homologe wir darstellen. Wahrend die Grignard- 
Zwischenverbindungen bei der Darstellung des Propyl-Phenyl-Carbinols 
und des Butyl-Phenyl-Carbinols rein kristallin in ziemlich gut ausgebildeten 
Kristallen ausfallen, sind die Grignard-Zwischenverbindungen des Methyl- 
Phenyl-Carbinols sowie des Athyl-Phenyl-Carbinols zwar ebenfalls kristallin, 
aber mit klebrigen Schmieren verunreinigt. Diese Tatsache, auf die wir 
bei der Besprechung unserer Versuchsergebnisse bei der fermentativen 
Estersynthese noch zuriickkommen werden, ist fiir unsere kinetischen 
Resultate von Bedeutung. 


Die Zersetzung der Grignard-Zwischenverbindung kann entweder in 
saurem Milieu (Eis-Schwefelsiure) oder im alkalischen Milieu mit Eis- 
Ammonchlorid vor sich gehen. 


Die Zersetzung mit Eis-NH,C] geht bei 18° vor sich und ist schon 
deswegen milder als die saure; sie ist nach unseren Erfahrungen bei der 
Darstellung des Methyl-Phenyl-Carbinols, besonders wenn man es, wie in 
unserem Falle, tiber das Alkyl-Jodid darstellt, der sauren vorzuziehen; 
man vermeidet so die bei der sauren Zersetzung stets ziemlich rasch ein- 
tretende Gelbfarbung der Praparate, die auf der Oxydation der in geringer 
Menge bei der sauren Zersetzung entstehenden Jodwasserstoffsiure-ester 
des Carbinols durch den Luftsauerstoff beruht. | 


Bei der Darstellung der héheren Homologen ist die Art der Zersetzung 
der Grignard-Zwischenverbindungen ziemlich gleichgiiltig; wir haben 
sowohl mit NH,Cl als auch mit H,SO, zersetzt, ohne bemerkenswerte 
Unterschiede in der Qualitaét der Praparate und auch in der Kinetik bei 
der fermentativen Veresterung feststellen zu kénnen. Wesentlich erscheint 
uns nun die Feststellung, da8 man die Schwefelsaéure nicht durch Salzséiure 
ersetzen darf. Geschieht dies, so erhalt man wesentlich verringerte Ausbeute 
und schlechtere Praparate. ‘Bei der Zersetzung mit Salzsdure bildet sich 
namlich neben anderen Verbindungen momentan und in gréBeren Mengen 
der Chlorwasserstoffsiure-ester unserer Carbinole, und zwar besonders 
leicht bei den niederen Homologen; dieser Ester zerfallt &uBerst Jeicht in 
Salzsiure und den entsprechenden ungesittigten Kohlenwasserstoff, der 
bei der Vakuumdestillation der Carbinole in den Vorlauf geht und sich 
dort durch momentanes Entfarben einer Bromlésung in Chloroform nach- 
weisen laBt. 


Anordnung der Apparatur. Ein je nach der GréBe des Ansatzes 
zu wahlender Rundkolben mit weitem Hals befindet sich in einem Wasser- 
bad, das auf einer elektrischen Heizplatte steht. Der Kolbenhals ist durch 
einen dicht sitzenden groBen, doppelt durchbohrten Korkstopfen ver- 
schlossen. Durch die eine Bohrung geht ein seitlich abgebogener Tropf- 
trichter, durch die andere ein Anschiitz-Aufsatz; der Anschiitz-Aufsatz 
trigt einen Quecksilberverschlu8, durch den ein starker Riihrer gefiihrt 
wird, der seinerseits mit dem Antriebsmotor verbunden ist. Der seitliche 
Ansatz des Anschiitz-Rohres ist mit einem gut wirkenden Riickflu8kiihler 
verbunden, der durch ein Chlorcalcium-réhrchen verschlossen wird. Das 
Rithrwerk wird von Beginn bis zum Ende der Reaktion in Betrieb gehalten. 








Oe 9 oa mor 











re 





Seti dcauitaen-oumeameeaes 





118 P. Rona, E. Chain u. R. Ammon: 


_ Beschreibung eines groBen Grignard-Ansatzes zur Darstellung von 
Athyl-Phenyl-Carbinol : 

In einem 3-Liter-Rundkolben werden 144 g Magnesium mit absolute 
Ather iiberschichtet, einige Kristalle Jod zum  besseren Angehen de! 
Reaktion hinzugefiigt und der Kolben mit der eben beschriebenen Apparatur 
verbunden. Das Riihrwerk wird nun in Betrieb gesetzt und aus dem 
500-cem-Tropftrichter, in den nacheinander 700g Bromithyl, gelést in 
1500 cem absolutem Ather, gefiillt werden, zunachst eine kleine Menge 
der Bromathyllésung in den Kolben zum Magnesium gegeben. Man wartet 
nun, bis die Reaktion einsetzt, was meistens nach einigen Minuten erfolgt, 
und 14Bt dann allmahlich, immer unter Riihren, die ganze Bromathy!|- 
lésung nachflieBen. Der Zulauf der Bromathyl-lésung wird so einreguliert, 
daB die Reaktion stets in gutem Tempo verlaiuft. Nach beendigter Zugabe 
wird die Reaktion noch eine Stunde sich selbst iiberlassen, hierbei gehen die 
letzten Reste Magnesium in Lésung. Nun wird das Wasserbad mit Eis 
gefiillt und, nach geniigender Abkiihlung der Athyl-Magnesiumbromid 
lésung, zu dieser aus dem Tropftrichter allmahlich, sehr langsam, tropfen- 
weise und wieder unter dauernder Riihrung, 654 g frisch destillierter Benz- 
aldehyd in 500 ccm absolutem Ather hinzugegeben. Nach beendeter Zugabe 
der Benzaldehyd-lésung wird das Wasserbad angeheizt und der Kolben 
1 bis 2 Stunden zum kraftigen Sieden des Athers erwirmt. Dann la6t man 
abkiihlen, gieBt zundchst die im Kolben befindliche atherische Lésung auf 
das Zersetzungsgemisch (Eis —25°,ige Schwefelsiure oder Eis - Ammon- 
chlorid in gleichen Teilen), das sich in einem groBen Filterstutzen befindet, 
und tragt dann allmahlich unter sehr gutem Umriihren den gesamten 
festen Kolbeninhalt in kleinen Portionen in die Zersetzungsfliissigkeit 
ein. Die Zersetzung geht sehr schnell und unter bedeutender Warme- 
entwicklung vor sich; durch standiges Zufiigen von viel Eis verhindert 
man ein Ansteigen der Temperatur. Das Carbinol geht in die atherische 
Schicht. Man saugt durch Eintauchen eines Glasrohres, das an die Wasser- 
strahlpumpe geschlossen ist, den gréBten Teil der wasserigen Phase ab 
(Ausithern bringt keine wesentliche Ausbeuteverbesserung mit sich), 
die zuriickbleibende Atherlésung sowie eine kleine Schicht noch nicht ab- 
gesaugter wiisseriger Phase werden nun durch eine Porzellannutsche in 
eine groBe Saugflasche mit der Wasserstrahlpumpe filtriert, um nicht in 
Lésung gegangenes Magnesium-oxy-bromid, das viel atherische Lésung 
eingeschlossen enthalt und sich bekannterweise nur sehr schwierig filtrieren 
14Bt, auf diese Weise bequem ohne Verluste an atherischer Lésung abzu- 
trennen. Erst jetzt, nachdem man klare Lésungen und schon stark reduzierte 
Fliissigkeitsvolumina hat, trennt man im Scheidetrichter die atherische 
Lésung von den letzten Wassermengen. Die atherische Lésung wird nun 
in groBen Flaschen auf der Schiittelmaschine mit dem halben Volumen 
40°,iger Bisulfitlauge 15 Minuten geschiittelt, die ausgeschiedene Bisulfit 
verbindung des nicht umgesetzten Benzaldehyds wird abgenutscht, die 
Bisulfitlauge mit der Wasserstrahlpumpe abgesaugt, die atherische Lésung 
nochmals mit Bisulfitlauge in derselben Weise und dann ebenso mit Soda 
lésung behandelt, und, nach Entfernen der letzten Reste Sodalésung im 
Scheidetrichter, iiber Calciumchlorid getrocknet. Das Calciumchloricd 
wird nach 12stiindigem Stehen abgenutscht, mit Ather nachgewaschen. 
dann der Ather am Wasserbad verdampft und der Riickstand im Wasser 
strahlpumpenvakuum destilliert. Bei wenig Vorlauf und etwas gréBeren 
Mengen héhersiedender Bestandteile erhielten wir eine Hauptfraktion von 
715g, d.i. 88°, der Theorie. 
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Ganz analog geschah die Darstellung der iibrigen Carbinole. Aus der 
croBen Zahl der im Verlaufe dieser Arbeit verarbeiteten Grignard-Ansatze 
geben wir fiir jedes Carbinol ein Beispiel: 

Methyl-Phenyl-Carbinol: 24 g Mg, 150 g Jodmethyl, gelést in 200 cem 
absolutem Ather, dazu 106g Benzaldehyd in 100 cem Ather. Ausbeute: 
il g, d.i. 88,5°%, der Theorie. 

Propyl-Phenyl-Carbinol: 177g Mg, 1000 g Propylbromid in 1500 g 
Ather, dazu 880 g Benzaldehyd in 600 cem Ather. Ausbeute: 950 g, d. i. 81°, 
der Theorie. 

Butyl-Phenyl-Carbinol: 30g Mg, 200g n Butylbromid in 200 cem 
Ather, dazu 130g Benzaldehyd in 150cem Ather. Ausbeute: 177 g, 
d. i. 92°(, der Theorie. 


Wie bereits erwaihnt, wurden die ersten drei Glieder der homologen 
Reihe unserer Carbinole, also Methyl-Phenyl-Carbinol, Athy!-Phenyl- 
Carbinol und Propyl-Phenyl-Carbinol, auBerdem noch durch Reduktion 
der entsprechenden Ketone dargestellt. Acetophenon und Athyl-Phenyl- 
Keton wurden kiuflich bezogen und nochmals destilliert. _Propyl-Phenyl- 
Keton wurde nach der Methode von Friedel-Kraffts dargestellt. 


Beschreibung der Darstellung von Methyl-Phenyl-Carbinol durch Reduktion 
von Acetophenon. 


100 g Acetophenon werden in | Liter Athylalkohol gelést. Der 2'/, Liter 
fassende Reaktionsrundkolben tragt einen Anschiitz-Aufsatz mit RiickfluB- 
kiihler am seitlichen Ansatz. Durch das gerade Rohr des AnschiitzAufsatzes 
werden nun ziemlich rasch 100 g Natrium in kleinen Stiickchen in den Kolben 
geworfen. Sobald sich das Natrium gelést hat, was sehr bald nach beendigter 
Zugabe erfolgt ist, wird sofort, bevor das Reaktionsgemisch durch das beim 
Erkalten sich ausscheidende Natriuméthylat erstarrt ist, ein kraftiger 
Strom Kohlendioxyd durch die Lésung geleitet. Nach einer Weile, wenn 
auch die letzten Spuren von metallischem Natrium verschwunden sind, 
wird mit 300cem Wasser verdiinnt, weiter Kohlendioxyd eingeleitet, 


‘nochmals mit 300 cem Wasser verciinnt und nach Beendigung der Natrium- 


carbonatausscheidung dieses abgesaugt und mit Alkohol gewaschen. Dann 
werden Alkohol und Wasser im Vakuum am Wasserbad abdestilliert. Es 
hinterbleibt ein viskoses, braunes Ol, das in Ather aufgenommen, mit 
Bisulfitlauge und Sodalésung gut durchgeschiittelt und iiber Chlorcalcium 
getrocknet wird. Nach Abdampfen des Athers am Wasserbad wird das Ol 
im Vakuum fraktioniert. Das Carbinol geht fast ohne Vorlauf beim richtigen 
Siedepunkt vollkommen konstant tiber. Es hinterbleibt eine groBe Menge 
sehr hochsiedender Harze. Ausbeute 40 bis 50°. der Theorie. 

Darstellung von Athyl-Phenyl-Carbinol aus Athyl-Phenyl-Keton: 
150 g Athyl-Phenyl-Keton werden in 1.5 Liter Athylalkohol gelést und mit 
150 g Natrium reduziert. Weitere Aufarbeitung wie oben. Ausbeute 40°, 
der Theorie. 

Darstellung von Propyl-Phenyl-Carbinol aus Propyl-Phenyl-Keton: 
135 g Propyl-Phenyl-Keton werden mit 10g Natrium reduziert. Weitere 
Aufarbeitung wie oben. Ausbeute etwa 70°, der Theorie. 

Darstellung des Propyl-Phenyl-Ketons nach Friedel-Kraffts: 300g 
wasserfreies Aluminiumchlorid werden in einem 2 Liter Rundkolben mit 
engem Hals und RiickfluBkiihler mit Schwefelkohlenstoff iiberschichtet. 
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Dann wurde bei gew6éhnlicher Temperatur unter haufigem Umschiittel: 
eine Lésung von 300 g Butyrylchlorid in 300 cem Benzol in kleineren Mengen 
eingetragen. Bei energischer Reaktion dauerte die Eintragung */, Stunde, 
die Reaktion wurde dann noch 1% Stunde sich selbst iiberlassen und dann 
abgebrochen, ohne daB ihr Ende abgewartet wurde, da sonst Verharzung 
eintritt. Die Reaktionsmasse wurde in verdiinnte Salzsiure gegossen, 
ausgeathert, die atherische Lésung wiederholt mit salzséurehaltigem und 
zum Schlu8 mit natriumcarbonathaltigem Wasser gewaschen und dann 
tiber Calciumchlorid getrocknet. Der Riickstand nach Abdampfen de- 
Athers am Wasserbad wurde dreimal im Vakuum destilliert. Das Keton 
geht véllig farblos bei 132°/14mm Hg iiber. Ausbeute 115g, 35°, det 
Theorie. 


Wir kénnen die Angabe Piccards und Kenyons' bestatigen, die angeben, 
daB die aus den Ketonen gewonnenen Carbinole reiner sind als die nach 
Grignard dargestellten. Die Carbinole gehen bei der Destillation absolut 
konstant innerhalb zweier Grade iiber und erhalten auch nach monate- 
langem Stehen nicht den leichten Stich ins Gelbe, wie die Carbinole Grignard s 
nach langerer Aufbewahrung ihn immer zeigen. In den Siedepunkten und 
spezifischen Gewichten ist bei beiden Darstellungsmethoden kein Unter- 
schied festzustellen. 


Tabelle I. 
Ubersicht iiber die Konstanten der Carbinole. 





| Siedepunkt Spez. Gew. 
Methyl-Phenyl-Carbinol nach Grignard. . . 99—102°/15 mm 1,013 
= _ ps aus Acetophenon . . 999/15 mm 1,013 
Athyl-Phenyl-Carbinol nach Grignard . . .  100—103913mm | 0,994 
“ . aus Athyl- Phenyl - 
Keton . oe ae ne. ee. 0,9839 
Propyl-Phenyl-Carbinol nach Grignard. . . | 106—109°/12  , 0,9746 
. - ‘ aus Phenyl - Propyl- 
Keton . ss evc ens» « | WETS » 0,9737 
Butyl-Phenyl-Carbinol nach Grignard . . . || 139—1459/14 , 0,9601 


2. Darstellung der Ester. 


Die Ester lassen sich nach der gewéhnlichen Fischer schen Methode durch 
Einleiten von Salzséuregas in eine Lésung der zu veresternden Saéure im Car- 
binol nicht darstellen, da hierbei in quantitativer Ausbeute die Chlorwasser- 
stoffsiureester entstehen. Verwendet man an Stelle von Salzséuregas kon- 
zentrierte Schwefelsiure, so entstehen die entsprechenden ungesattigten 
Kohlenwasserstoffe. Man erhilt dagegen die Ester in sehr guter Ausbeute. 
wenn man zum Carbinol eine Lésung des Saéurechlorids in Pyridin langsam 
unter guter Kiihlung hinzuflieBen laBt. Wir haben auf diese Weise die 
Butterséureester der vier Carbinole dargestellt. Das zur Reaktion erforder- 
liche Butyrylchlorid haben wir selbst aus dem kauflichen Praparat ,,Butter 
siure normal Kahlbaum* hergestellt, das eine synthetisch gewonnene und 


1 J. of the Chem. Soc. 38, 45, 1911. 
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bsolut von iso-Butterséure sowie von héheren und niederen Homologen 
freie Séure darstellt. 

Darstellung von Butyrylchlorid: In einem Kolben mit eingeschliffenen 
RiickfluBkiihler wird ein Gemisch von 200 g Butterséiure und 175 g Phosphor- 
trichlorid 6 Stunden im Olbad auf einer Temperatur von 50 bis 60° gehalten. 
Nach Beendigung der Reaktion wird der Kolben durch einen eingeschliffenen 
Destillationsaufsatz mit einem ebenfalls eingeschliffenen absteigenden 
Kiihler verbunden, und zuniéchst das nicht umgesetzte Phosphortrichlorid, 
dann das gebildete Butyrylchlorid von der phosphorigen Saure abdestilliert. 
Die Fraktion zwischen 95 und 103° wird gesondert aufgefangen und zweimal 
destilliert. Siedepunkt des Butyrylchlorids 100 bis 103°. 

Alle Ester wurden nach gleichem, im folgenden beschriebenen Ver- 
fahren dargestellt: Zum Carbinol wurde ein Gemisch von Butyrylchlorid 
und Pyridin (beide Komponenten in 10°,igem UberschuB) tropfenweise, 
sehr langsam und unter starkem Schiitteln gegeben. Da die Reaktion sehr 
heftig unter starker Erwarmung vor sich geht, ist das ReaktionsgefaB 
dauernd gut mit Eis zu kiihlen, und es mu8 sehr langsam gearbeitet werden. 
Nach Beendigung der Zugabe des Butyrylchlorid-Pyridin-Gemisches ]aBt 
man die Reaktionsmasse einige Stunden bei Zimmertemperatur stehen. 
Dann gieBt man in schwefelsiéiure-haltiges Wasser, athert aus, wischt die 
itherische Lésung vier- bis fiinfmal mit schwefelsiurehaltigem Wasser, dann 
zum SchluB mit Sodalésung und trocknet iiber Calciumchlorid. Dann wird 
vom Calciumchlorid abzentrifugiert, der Ather am Wasserbad verdampft 
und der Riickstand im Vakuum fraktioniert. Man erhalt einen Vorlauf, 
der aus ungesittigtem Kohlenwasserstoff und nicht umgesetzten, Carbinol 
besteht. Ausbeute 60 bis 70°,, der Theorie. Wir geben wieder ein Beispiel 
fiir die Darstellung eines jeden Esters: 

1. Methyl-Phenyl-Carbinyl-Butterséure-Ester. Zu 22 g Methyl-Phenyl- 
Carbinol ein Gemisch von 22 g Butyrylchlorid und 16 g Pyridin. Ausbeute 
24,6 g, d.i. 71°, der Theorie. 

2. Athyl-Phenyl-Carbinyl-Buttersaure-Ester. Zu 136g Athyl-Pheny]- 
Carbinol ein Gemisch von 116 g Butyrylchlorid und 100g Pyridin. Aus- 
beute 135g, d.i. 65°, der Theorie. : 

3. Propyl-Phenyl-Carbinyl-Butterséure-Ester. Zu 30 g Propyl-Pheny!- 
Carbinol ein Gemisch von 22 g Butyrylchlorid und 18 g Pyridin. Ausbeute 
23,8 g, d.i. 54°,, der Theorie. 

4. Butyl-Phenyl-Carbinyl-Buttersaéure-Ester. Zu 30g Butyl-Phenyl- 
Carbinol ein Gemisch von 20 g Butyrylchlorid und 20 g Pyridin. Ausbeute 
22g, d.i. 50,9°,, der Theorie 

Bei der fermentativen Hydrolyse unserer Ester konnten wir auf Grund 
gewisser Beobachtungen die Feststellung machen, da diese das Bestreben 
haben, in Buttersiure und den entsprechenden ungesattigten Kohlen- 
wasserstoff spontan zu zerfallen, z. B. der Butterséureester des Athyl- 
Phenyl-Carbinols, an dem wir die meisten Spaltungen ausfiihrten, nach der 
Gleichung 


C,H, . CH. CH,. CH, C.H..CH — CH.CH, 


———> \ ’ > ’ 
0.0C.CH,.CH,. CH, + CH,.CH,.CH,.COOH 


und zwar steigt diese Zerfallsneigung mit zunehmender (-Zahl in der 
homologen Reihe. La®t man frisch destillierten Athyl-Phenyl-Carbiny]l- 
Butterséure-Ester, der einen Siedepunkt von 122 bis 127°/12 mm Hg hat, 
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ungefahr 1 Woche stehen und destilliert dann wieder, so erhalt man 
jetzt betrachtliche Mengen eines Vorlaufes, der bei 78°/12 mm Hg siedet und 
Bromlésung in Chloroform entfarbt. Wir haben aus diesem Vorlauf di: 
Dibromid-Anlagerungsverbindung des ungeséttigten Kohlenwasserstoffs 
isoliert, sie hat einen Schmelzpunkt von 67° und ist das «, x-Dibromathy! 
Benzol. Die Butterséiureester des Propyl-Phenyl-Carbinols und noch starker 
die des Butyl-Phenyl-Carbinols zersetzen sich schon bei langsamer Destilla 
tion, was am Absinken des Siedepunktes deutlich beobachtet werden kann: 
sie entfarben Bromlésung und sind auch bei mehrmaliger Destillation nicht 
frei von ungesattigtem Kohlenwasserstoff zu bekommen. Fiir Ferment 
spaltungsversuche sind diese beiden Ester daher ungeeignet. 


Ester-Konstanten. 





; ’ Aus der Verseifungs 
Bezeichnung der Ester Siedepunkt Spez. Gew. zahl berechneter 
°/9-Gehalt an Ester 


Methyl-Pheny]-Carbinyl- 


Buttersaureester . . . 119—123°/14 mm Hg 0,9805 100,25 
Athyl-Phenyl-Carbiny!- 

Buttersaureester . . . 122—1279/12 . Hg 0,9711 100,19 
Propyl-Phenyl-Carbinyl- 

Buttersaureester . . . 130—140°/14 . Hg 0,9687 100,58 
Butyl-Phenyl-Carbiny!- 

Buttersaureester . . . 139—1459/13 , Hg 0,9527 100,84 


Darstellung des Mandelséure-sec. Butylesters: Wir brauchten diesen 
Ester fiir einige Versuche und geben kurz seine Darstellung. In eine Lésung 
von 50g Mandelsaéure in 80g destilliertem kauflichen sekundaren Buty!- 
alkohol leiteten wir 15 g Chlorwasserstoff ein und kochten 4'/, Stunden am 
RiickfluBkiihler. Nach Beendigung der Veresterung dampften wir den 
iiberschiissigen Butylalkohol im Vakuum ab, neutralisierten mit Bicarbonat- 
lésung, aitherten aus, wuschen die atherische Lésung wiederholt mit Bicar- 
bonatlésung und trockneten, dann iiber wasserfreiem Natriumsulfat. Nach 
Filtration des Natriumsulfats fraktionierten wir im Vakuium. Der Ester 
destillierte ohne Vorlauf bei 136 bis 137°/10 mm Hg. 


3. Fermentmaterial, 

Fiir die Synthese wurde selbst dargestelltes Schweine-Pankreas-Aceton- 
Ather-Trockenpulver, fiir die Hydrolyse ein nach der bekannten Weise 
bereiteter '/4)n ammoniakalischer Extrakt aus ebenfalls selbst hergestelltem 
Schweine-Leber-Aceton-Ather-Trockenpulver verwendet. 


4. Beschreibung der Syntheseansdtze und ihrer chemischen Aufarbeitung zur 
Gewinnung des durch das Ferment gebildeten Esters. 


In mit ausgekochten Gummistopfen zu verschlieBende Flaschen, deren 
GréBe entsprechend der GréBe des Syntheseansatzes gewahlt wird, wird 
das zu veresternde Carbinol, Buttersiure (synthetisch normal Kahlbaum) 
und Wasser in den bei der Zusammenstellung der Synthese-Versuchsergebnisse 
angegebenen Mengen hineinpipettiert. Dann wiegt man auf der Handwaage 
das Fermentpulver ab, gibt es in die Flaschen zu den Syntheseansatzen. 
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schiittelt mit der Hand einige Minuten kraftig durch, gieBt dann aus jeder 
flasche etwa 3ccm in kleine Zentrifugengliser und befestigt die Flaschen 
in geeigneter Weise in einer Schiittelmaschine, die sich in einem Brut- 
schrank befindet. der auf einer Temperatur von 32° gehalten wird. Wahrend 
nun die fermentative Veresterung auf der Schiittelmaschine vor sich geht, 
zentrifugiert man die Abnahmen in den Zentrifugenglaschen einige Minuten, 
wobei das Fermentpulver sedimentiert, und pipettiert dann von der klaren 
iiberstehenden Lésung einen aliquoten Teil (wir nahmen meistens 2 ccm) 
in einen kleinen Erlenmeyerkolben. Man verdiinnt nun mit ungefahr 50 cem 
Alkohol, gibt einige Tropfen einer 4° 99igen alkoholischen Brom-Thymol- 
blaulésung als Indikator hinzu und titriert gegen eingestellte Natronlauge 
(bei unseren Versuchen meistens n/10). In gewissen Zeitintervallen werden 
in gleicher Weise Abnahmen gemacht und die Titrationswerte der ab- 
pipettierten, immer gleichen Mengen ermittelt. Der durch die Titration 
angezeigte Saéureschwund ist das MaB fiir den Grad der Synthese. Bei den 
Abnahmen mu8 méglichst rasch gearbeitet werden, damit die Synthese 
beim Herausnehmen der Flaschen aus der Schiittelmaschine nicht zu lange 
unterbrochen wird. 


Ist nun der gewiinschte Synthesegrad erreicht, so werden die Ansiatze 
aus dem Brutschrank genommen und mdéglichst schnell vom Ferment pulver 
abzentrifigiert. 

Hierdurch wird die Synthese gestoppt, da in unseren Fallen eine Eigen- 
veresterung der Carbinole mit der Buttersiure nicht vorhanden ist. Die 
iiberstehende klare Lésung wird in einen Scheidetrichter gegossen und 
das sedimentierte Ferment auf der Zentrifuge mehrere Male mit Ather 
griindlich gewaschen. Die atherischen Lésungen werden nun mjt der im 
Scheidetrichter befindlichen Hauptlésung vereinigt und im Scheidetrichter 
zur Entfernung der nicht veresterten Butterséiure mehrere Male griindlich 
mit Sodalésung durchgeschiittelt. Die hierbei auftretenden Emulsionen 
verschwinden bald; man wartet mit dem Ablassen der Sodalésungen, bis 
vollstandige Entmischung der beiden Fliissigkeitsschichten eingetreten ist 
(Verseifungsgefahr ist hierbei nicht zu befiirchten, da die gebildeten Ester 
ziemlich alkaliresistent sind) und trocknet die atherische Schicht tiber 
Caleiumchlorid. Nach ‘einigen Stunden wird das Calciumchlorid abfiltriert 
und griindlich mit Ather gewaschen, dann wird der Ather am Wasserbad 
abdestilliert und die zuriickbleibende F liissigkeit zunachst in einem gréBeren 
Claisen-Kolben im Vakuum fraktioniert. Es geht zuerst das Carbinol iiber. 
Da bei den Syntheseansaétzen mit groBem CarbinoliiberschuB gearbeitet 
wird und nur geringe Estermengen entstehen, destilliert man in dem gréBeren 
Kolben zunachst den gréBeren Teil des Carbinols ab; dann, wenn sich im 
Kolben nur noch ungefahr 15 ccm Fliissigkeit befinden, unterbricht man die 
Destillation und spiilt die restlich gebliebene Fliissigkeitsmenge mit Ather 
quantitativ in einen Claisen-Kolben von etwa 30 ccm Inhalt. Bei der nun 
folgenden zweiten Fraktionierung faingt man als ,,Esterfraktion‘’ beim 
Athyl-Phenyl-Carbinol die bei 112 bis 125°/13 mm Hg iibergehenden Be- 
standteile (Siedepunkt des reinen Esters 122 bis 125°), beim Propyl- 
Phenyl-Carbinol die bei 115 bis 129°/13 mm Hg siedenden Anteile auf. 
Diese Fraktionen enthalten Gemische von Carbinol und Ester, deren Gehalt 
an Ester durch Bestimmung der Verseifungszah! (siehe weiter unten) er- 
mittelt wird. Die wichtigste Bedingung fiir das Gelingen dieser nicht ganz 
einfachen Aufarbeitung ist absolut quantitatives Arbeiten in allen Stadien; 
man erhalt sonst nicht die fiir die Polarisation notwendigen Mengen an 
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Esterfraktion. Auch bei sorgfaltigstem Arbeiten mu8B man mit einen 
Verlust des durch das Ferment gebildeten Esters von 40 bis 50°, rechnen 
hauptsachlich, weil bei der Fraktionierung erhebliche Estermengen mit 
dem Carbinol im eutektischen Gemisch iibergehen. Hieraus ergibt sich 
daB man die Ansitze recht groB waihlen muB, um zu Resultaten zu ge 
langen. Die von uns weiter unten angegebenen Mengen bei den Synthese 
ansaétzen sind das Minimum des Méglichen, ihre erfolgreiche Aufarbeitung 
setzt bereits ein gewisses MaB an Ubung voraus. 


5. Beschreibung der fermentativen Hydrolyseansdtze und ihrer chemischen 
Aufarbeitung. 


Die Verfolgung der hydrolytischen Spaltung unserer Ester durch das 
Ferment geschah nach dem Prinzip der Methode von Knaffl-Lenz durch 
jeweilige Neutralisation der durch das Ferment in Freiheit gesetzten Butter- 
séure mit eingestellter Natronlauge. Als Indikator gaben wir zu den Ansatzen 
wenige Tropfen einer 4°/,igen Bromthymolblaulésung! und hielten durch 
standige Zugabe von Natronlauge die Reaktion immer auf den griinen 
Farbton des Indikators, der ungefaéhr einem px von 7,6 entspricht. Unsere 
Apparatur bestand aus einem Thermostaten, in dem ein mechanischer 
Riihrmechanismus so eingebaut war, daB durch eine Ubertragung vier in 
Erlenmeyern befindliche Hydrolyseansatze gleichzeitig gut durchgeriihrt 
werden konnten. Die Erlenmeyer-Kolben waren an eingebaute Stative 
angeklammert; jedes dieser Stative trug auBerdem je eine Biirette, deren 
verlangerte Spitze in den Hals des Erlenmeyer-Kolbens hineinragte. Die 
Hydrolyse ging bei 37° vor sich. Nach je 15 Minuten wurden die Biiretten- 
stande notiert. 

Nach Erreichung des gewiinschten Spaltungsgrades wird die fermen- 
tative Hydrolyse durch Zugabe von etwa 50ccm Ather gestoppt. (Eine 
bemerkbare Eigenhydrolyse haben unsere Ester nicht.) Die Hydrolysen- 
fliissigkeit wird dann im Scheidetrichter mit Ather gut durchgeschiittelt ; 
hierbei bilden sich stark schéiumende Emulsionen. Um Entmischung der 
Fliissigkeitsschichten herbeizufiihren, werden einige Kubikzentimeter 
Alkohol hinzugesetzt, der die Emulsion sowie den Schaum gr6Btenteils 
zerstort. Die Ausétherung wird wiederholt, und die vereinigten Ather- 
ausziige werden iiber Natriumsulfat getrocknet. Nach einigen Stunden 
wird’ das Natriumsulfat abfiltriert, mit Ather gewaschen und dann der 
gesamte Ather und Alkohol am Wasserbad méglichst weitgehend ab- 
destilliert. Soll nun der durch das Ferment nicht gespaltene Ester wieder- 
gewonnen werden, so fiigt man zu der nach dem Abdampfen des Athers 
zurtickbleibenden Lésung 10 bis 15 cem synthetisch dargestelltes d, 1-Car- 
binol hinzu. Durch diese Zugabe erreichen wir eine derartige Verdiinnung 
des bei der fermentativen Hydrolyse entstandenen optisch-aktiven Car 
binols, daB wir eine Beeinflussung der entgegengesetzten Drehung des 
Esters durch dies Carbinol nach dem Abdestillieren nicht zu befiirchten 
brauchen. 

Sodann wird wieder fraktioniert. Bei der Destillation im Vakuum 
erhalten wir als Esterfraktion wieder ein Gemisch von Ester und Carbinol. 
dessen Estergehalt durch die Verseifungszahl zu bestimmen ist. 


' Vgl. hierzu Bamann, Zeitschr. physiol. Chem. 194. 1, 1931. 
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6. Bestimmung der Verseifungszahlen. 


Ungefahr 0,6 g des Esters oder der Esterfraktionen werden auf der 
malytischen Waage in einen Rundkolben von etwa 100 ccm Inhalt ein- 
gewogen. Dann werden 50 cem n/10 Natronlauge und 20 cem Athylalkohol 
in den Kolben pipettiert und der Kolbeninhalt 3 Stunden auf dem Wasser- 
bad am RiickfluBkiihler gekocht. Dann wird mit einigen Tropfen Brom- 
thymolblaulésung versetzt und gegen n/10 Schwefelsiure zuriicktitriert. 


7. Bestimmung der Polarisationswerte. 


Die Polarisationen wurden bei Zimmertemperatur bei Natriumlicht 
in einem 1l-dm-Polarisationsrohr ausgefiihrt, das einen Inhalt von etwa 
|ecem Fliissigkeit faBte. 


Versuche. 

Wir beginnen mit der Darstellung unserer experimentellen Befunde 
bei der fermentativen Synthese. Die Synthesen wurden mit Schweine- 
Pankreas-Organtrockenpulver durchgefiihrt, und zwar samtliche Ver- 
suche mit ein und demselben Fermentpraparat. 


Tabelle Ia. 


Verlauf der fermentativen Veresterung der verschiedenen Carbinole (die 
Zahlen bedeuten den prozentualen Synthesegrad der angewandten Butter- 
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Alle Ansaétze wurden in folgenden Mengenverhiltnissen zusammen- 
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Erlauterung zur Tabelle Ia: 
Die einzelnen Spalten enthalten die verschiedenen Carbinole. di. 
fermentativ mit Buttersiure verestert wurden, und zwar 
Spalte la: Methyl-Phenyl-Carbinol, dargestellt nach Grignard 

lb: Methyl-Phenyl-Carbinol, dargestellt aus Acetophenon 
2a: Athyl-Pheny]-Carbinol, nach Grignard ohne Riihrung 
2b: Athyl-Phenyl-Carbinol, nach Grignard mit Riihrung 
2c: ‘Athyl-Phenyl-Carbinol, aus Athyl-Phenyl-Keton 
3a: Propyl-Phenyl-Carbinol, nach Grignard ohne Riihrung 
3b: Propyl-Phenyl-Carbinol, nach Grignard mit Riihrung 
3c: Propyl-Phenyl-Carbinol, aus Propyl-Phenyl-Keton 
4: Butyl-Phenyl-Carbinol, nach Grignard 


Alle Carbinole wurden fiir die Synthese-Ansatze zweimal destilliert. 

Aus dieser Tabelle ergeben sich auffallende Unterschiede in der 
Veresterungs-Geschwindigkeit gleicher Carbinole, die sich nur durch 
gewisse Modifizierungen in der Darstellungsweise unterscheiden. 

Vergleichen wir zunachst Spalte 2a mit 2b und 3a mit 3b. Die 
Substrate waren in 2a und 2b Athyl-Phenyl-Carbinol, in 3a und 3b 
Propyl-Phenyl-Carbinol; beide Carbinole wurden nach Grignard dayr- 
gestellt, und zwar waren 2a und 3a Ansatze, bei denen aus bestimmten 
Grinden wahrend der Darstellung nicht geriihrt wurde, wahrend bei 
der Darstellung von 2b und 3b das beschriebene mechanische Riihr- 
werk mit QuecksilberverschluB verwendet wurde. 

Wir sehen, daB 1. bei nicht geriihrten Ansitzen der Anstieg der 
Synthese ein steilerer ist als bei geriihrten; 2. die Endgleichgewichte 
bei beiden Ansatzen verschieden sind: bei den geriihrten Ansitzen 
stellt sich das Gleichgewicht der Esterbildung bei einem geringeren 
Synthesegrad ein als bei nicht geriihrten; 3. die Unterschiede in der 
Kinetik beim Athyl-Phenyl-Carbinol starker zum Ausdrvck kommen 
als beim Propyl-Phenyl-Carbinol. 

Uber die Erklérungsméglichkeit dieses Befundes sei Naiheres im 
theoretischen Teil gesagt. 

Bereits im praparativen Teil haben wir darauf hingewiesen, daB die 
Grignard-Zwischenverbindungen bei der Darstellung ohne mechanische 
Riihrung schmierig ausfallen und sehr bald zu einer zaihen, festen Masse 
erstarren, wihrend bei Verwendung eines Riihrwerkes die Grignard-Zwischen- 
verbindungen kristallin als lockeres Pulver erhalten werden. Es wurde 
auch bereits auf die Unterschiede in den Eigenschaften der verschiedenen 
Grignard-Zwischenverbindungen hingewiesen, deren Reinheit mit steigender 
C-Zahl in der homologen Reihe zunimmt. 

Nun geht entsprechend der verschiedenen Konsistenz der verschiedenen 
Grignard-Zwischenverbindungen auch die Zersetzung verschieden vo! 
sich: die festen, zihen Massen bei der Darstellung ohne Riihrwerk lésen 
sich bei der Zersetzung sehr langsam, ein Teil, die schnell verharzenden 
Verunreinigungen, lést sich tiberhaupt nicht, wahrend die lockere kristalline 
Masse bei der Darstellung mit Riihrwerk momentan und vollstandig in 
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Losung geht. Die Carbinole aus den Darstellungen ohne Riihrwerk sind 
daher sicher reiner als die unter Riihrung dargestellten; deswegen werden 
sie auch durchweg durch das Ferment besser synthetisiert. DaB bei dem 
Propyl-Phenyl-Carbinol die Unterschiede der geriihrten und nicht geriihrten 
Praiparate in der fermentativen Veresterung nicht so stark sind als beim 
\thyl-Phenyl-Carbincl, findet seine Erklarung darin, daB die Grignard- 
Zwischenverbindungen bei der Darstellung des Propyl-Phenyl-Carbinols, 
wie bereits erwaihnt, an und fiir sich reiner sind als die bei der Darstellung 
der niederen Homologen. 

Bei diesen die Synthese beeinflussenden Fremdkoérpern handelt es sich 
natiirlich immer nur um spurenweis auftretende Verunreinigungen. Die 
hemmenden Ké6rper lassen sich durch wiederholte Destillation der Carbinole 
von diesen nicht trennen, ein fiinfmal destilliertes Praparat verhalt sich 
genau so wie das zweimal destillierte. Wir priiften noch, ob Quecksilber, 
das in Spuren vielleicht beim Riihren aus dem QuecksilberverschluB8 in 
das ReaktionsgefaB hatte hineinkommen kénnen, oder organische Queck- 
silberverbindungen die fermentative Synthese beeinflussen ; es ist ja bekannt, 
daB Quecksilber auf manche fermentative Prozesse, wie z.B. auf die 
ureatische Wirkung, einen starken Einflu8 haben kann. Wir setzten daher 
zu unseren Ansiétzen metallisches Quecksilber sowie Quecksilber-bi-Pheny] 
hinzu, ohne indessen einen EinfluB dieser beiden Stoffe auf die fermentative 
Ester-Synthese feststellen zu kénnen. 

Die eigentiimlichen Befunde veranlaBten uns nun, die Carbinole auf 
eine andere Art darzustellen, um vielleicht zu reineren Praparaten zu 
gelangen, jedenfalls aber die bei der Grignard-Reaktion auftretenden 
Verunreinigungen auszuschlieBen. Wir wahlten die Darstellung der 
Carbinole durch Reduktion der Ketone. Wie ebenfalls bereits im 
praparativen Teil erwaihnt, scheinen die Carbinole, die auf diese Art 
dargestellt sind, reiner zu sein als die nach Grignard dargestellten; 
auch Piccard und Kenyon haben bei ihren Carbinolen dieselbe Beob- 
achtung gemacht. 


Es stellte sich aber heraus, daB diese Praparate tiberhaupt nicht, 
oder doch nur zu einem verschwindend geringen Teil durch das Ferment 
verestert werden. Die Versuchsergebnisse sind in Spalte 1b, 2c und 3c 
eingetragen. Die fiir diese Beobachtung méglichen Erklarungen sowie 
die sich hieraus ergebenden theoretischen Folgerungen werden im 
theoretischen Teil zusammengefaBt. 


Ferner wurden die Synthesekurven der einzelnen Homologen 
verglichen, und zwar wurden Praparate gewahlt, die auf gleiche Art 
dargestellt worden sind, also die in den Spalten la, 2b, 3b und 4 ein- 
getragenen Carbinole. Bei aller Vorsicht, mit der, wie sich aus unseren 
spiteren Ausfiihrungen ergibt, Vergleiche verschiedener Substrate 
miteinander in bezug auf ihre Reaktionskinetik bei fermentativen 
Vorgangen ausgefiihrt werden miissen, kann man doch aussagen, dab 
das Propyl-Phenyl-Carbinol von den Gliedern der homologen Reihe 
am besten durch das Ferment mit Butterséure verestert wird. 
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Tabelle Il. 


Fermentative Veresterung von Athyl-Phenyl-Carbinol bei Variation | 


Wasserzusatzes, des Ferments und der Buttersiéurekonzentration.  (1)i: 


Zahlen geben den Synthesegrad der angewandten Butterséiure in Pro 
zenten an.) 





Ans&tze 
1 ) 3 4 
Carbinol, cem . ge 25 25 25 25 
Saure, com ..... 2 2 2 1 
Wasser,cem..... 0,5 _ 0,5 0.5 
Ferment, g 0,6 0,6 2 0,6 
i eee ae 10,9 3,2 -— 19,9 
: ae 19,1 7,1 - 26,1 
aa 29,3 10,3 31,8 
45 , 44,9 10,3 43,1 
5,25, . — — 44.5 
8.5 , 7,6 14,8 - _ 
Seas ee 52.3 56,8 54,0 
ee ee ee 53,0 76,1 10,8 


Erlauterungen zu Tabelle II: 

Ansatz 1: Normaler Ansatz, Carbinol nach Grignard, nicht geriihrt. 
» 2: Der gleiche Ansatz ohne Wasser. 
» 3: Der gleiche Ansatz mit Schweine-Leberpulver als Ferment. 


» 4: Carbinol nach Grignard, geriihrt; Buttersiurekonzentration 
auf die Halfte herabgesetzt. 


Aus dieser Tabelle ergibt sich folgendes: 


1. Synthetisiert man in wasserfreiem Milieu (abgesehen von dem 
geringen Wassergehalt des Fermentpriparats selbst), so geht die 
Synthese bedeutend langsamer vor sich, fiihrt jedoch nach langerer 
Zeit zu einem weitergehenden Synthesegrad. Die bessere Esterbildung 
in diesem Falle ist verstandlich, da ja nach dem Massenwirkungsgesetz 
Wasserzusatz das Gleichgewicht nach der Richtung der Hydrolyse hin 
beeinfluBt. Die schnellere Anfangssynthese bei Gegenwart von Wasser 
fiihren wir auf einen besseren Verteilungszustand des Ferments in 
diesem Milieu zuriick. 


2. Die Synthesekinetik ist von der angewandten Saurekonzentration 
abhangig. Wir erzielen bei einem Praparat aus einem geriihrten Ansatz, 
das an und fiir sich schlecht synthetisiert wird (siehe Tabelle I, 2b), bei 
Herabsetzung der Saéurekonzentration auf die Halfte der sonst ange- 
wandten eine bessere Synthese als bei unserem bestsynthetisierender 
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Athyl-Phenyl-Carbinol aus nicht gerihrtem Ansatz. Eine Aktivitats- 
P,-Kurve, die bei unseren Substraten sehr leicht durchzufiihren ware, 
wurde nicht aufgestellt, weil sehr groBe Mengen des relativ kostbaren 
Materials hatten zur Verwendung gelangen miissen, und die prinzipielle 
Méglichkeit der Aufstellung von Aktivitats-P,-Kurven bei der fermenta- 
tiven Estersynthese kiirzlich in einer Arbeit von P. Rona, R. Ammon 
und H. Fischgold' dargelegt worden war. 


3. Schweineleberpulver synthetisiert unsere Substrate uberhaupt 
nicht, wenn es in gleicher Menge wie Pankreaspulver zum Synthese- 
ansatz hinzugegeben wird; bei gréBeren Leberpulverzusatzen erhalten 
wir nach 48 Stunden eine schwache Synthese. Uberhaupt kann man 
nach den allgemeinen bisher tiber die fermentative Estersynthese vor- 
liegenden Erfahrungen aussagen, da Lebertrockenpulver in den meisten 
Fallen sehr schlecht synthetisiert. 


Tabelle I1l. 


Abhangigkeit der optischen Auswahl vom Synthesegrad (,.Optische Aus- 











wahlkurve“). Substrat: dl-Athyl-Phenyl-Carbinol. 
Ansiitze 
Nr.: 1 2 Hy 4 5 6 7 
Carbinol, cem 232 150 75 75 75 75 75 
Saure, com 18,5, 12 6 6 6 6 6 
Wasser, com .. 4.5 3 1,8 1,8 1,8 1,8 1,8 
Ferment, g. . . 54 3,6 1,5 15 6 1,5+1,5*/1.5+ 1,5* 15+ 1,5* 
Anfangstitrations- 
werte cem n/10 
NaOH 16,5, 15,5) 15.5 15,5 15,3 15.2 16,4 
4 
Gefundenes Fiir die Fiir die 
Ver- a des a Ver- Ver- ®') Gehalt ~ 
An- | schwun- Synthese- fermentativ > seifung  seifung der Be- 
satze dene grad in gebildeten co nt ver- berech- Ester- rechnetes 
eem n/10 91 Esters, “ ng brauchten neten fraktion le|p 
NaOH ,Ester- =s¢ ecm n/l0 cem n/10 an Ester 
Nr. fraktion* NaOH NaOH 
1 1.9 12,25 + 0,869 90,7608 12,0 36,76 | 32,65 + 2,58 
2 3,7 21,09 + 0,75° | 0,8562 14,0 41,36 33,85 + 3,09° 
3 3,3 19,88 + 1,58° 0.5678 14,0 27,43 51,04 + 2,21° 
4 4.8 39,97 + 1,569 0,6064 14,1 29.00 48,62 + 3,22° 
5 74 48.36 |+ 6,949 | 0.6780 18,2 32,75 56,08 14,90° 
6 8.4 55,00 + 17,949 1,0188 24,7 49,23 50,18 + 35,45° 
7 11,4 69,52 + 17,019 0,7104 19,15 34,31 55,75 | + 30,52° 


* Zu diesen Ansiitzen wurde neues Fermentpulver nach 24-stiindigem Stehen neu hinzu- 


gesetzt, daher also 1,5 + 1, 


oa 


1 Diese Zeitschr. 241, 460, 


Biochemische Zeitschrift Band 247. 


1931. 























130 P. Rona, E. Chain u. R. Ammon: 
Tabelle 1V. 
Abhangigkeit der optischen Auswahl vom Synthesegrad (,,Optische Aus 
wahlkurve‘). Substrat: dl-Propyl-Phenyl-Carbinol. ; 
Ansiitze b 
Nr 1 2 3 4 ; ‘ 
u 
Carbinol,cem. . . . ; 225 150 75 75 75 n 
Saure, cem . ay 18 12 6 6 6 S 
Wasser, ccm ..... 4,5 3 1,5 1,5 1,5 
Ferment, g . 5,4 3.6 18 18+1,8*1,8+ 1,8 : 
Anfangstitrationswerte 
cem n/l10 NaOH .. . 16,7 16,5 14,5 16,2 14,2 
aaeny a Fiir die _‘Fiir die a 
; Ver- des ibe Ver- Ver- ®, Gehalt 
An- ocbwen- Synthese- sermentativ rapa seifung oulteng } ra Be- k 
sitze dene grad gebildeten noe aa ver- berech- Ester- rechnetes 
cem n/10, in J Esters, Seung prauchten —neten fraktion e\p 
NaOH ~Ester- eem n/10 cem n/10) an Ester 
Nr. fraktion* g NaOH NaOH J 
1 1,40 8,38 + 0,38° 1,2500 9,8 57,08 17,17 + 2,21" v 
: 2 3,8 23,0 | + 0,92°| 1,2210 10,9 55,75 19,55 | + 5,92" : 
i 3 | 4,7 30,96 + 1,439 09516 92 43.96 21,17 + 6,74! 2 
jimi 4 845 5218 + 5,299 0,9652 16,1 44.07 35,53 + 14,81' d 
t i 5 8,8 61,9 + 22,80° 1.0454 44,1 47,67 92.53 + 24,62 : 
t ; * Neuer Fermentzusatz von 1,8 g. d 
ee , ' . i s 
tant i Der Verlauf der optischen Auswahl-Kurven beim Athyl-Pheny]- 
\ i Carbinol und beim Propyl-Phenyl-Carbinol ist sehr ahnlich. Aus beiden d 
f r Tabellen (III und IV) ergibt sich, daB bis etwa 30°, das Ferment den ; 
a if Ester nur unter schwacher Bevorzugung der d-Modifikation bildet. : 
H fi Sehr stark wird die Auswahl bei 50% ; in Tabelle LII scheint sie zwischen c 
Ai 55 und 69°, ein Maximum zu durchschreiten, das in Tabelle IV noch 
:} ee nicht zu erkennen ist. Natiirlich mu8 im Verlauf der optischen Auswahl- : 
Hl kurve einmal ein Maximum iberschritten werden, da ja bei 100°, " 
Synthese, also bei vollstandiger Veresterung beidcr optischen Modifika- 
| tionen bzw. beim Synthesegleichgewicht, die Polarisationswerte der Z 
| gebildeten Ester gleich Null werden miissen; nur ]aBt sich leider die \ 
if Synthese nicht weiter fiihren, als wir es bei unseren Versuchen erreichten ; k 
ai es stellt sich bei den in den Tabellen angegebenen Endwerten ein End- a 
a © . . . . . 
pp gleichgewicht ein, daB sich auch bei tagelanger Synthesedauer und 
| unter wiederholter Zugabe von frischem Fermentpulver nicht meh: fe 
oF 
; ; andert. b 
ie Als wir die hohen Drehwerte des synthetisierten und isolierten I 
at Esters fanden, priiften wir fiir eine eventuelle Grundlage einer méglichen 
2a Erklarung dieses eigentiimlichen Phanomens, wie diese Drehwerte von 
‘i ° os a . . * 
i der Konzentration der vorhandenen Butterséure abhangig sind. Wir ti 
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setzten also zu einem Versuch mit Athyl-Phenyl-Carbinol die Halfte 
der sonst angewandten Buttersiuremenge hinzu, so da®B wir bereits 
zu Beginn der Synthese diejenige Siurekonzentration haben, die sonst 
bei 50° iger Synthese, wo die hohen Polarisationswerte beginnen, 
vorliegt; dann arbeiteten wir den Ansatz bei 30°, Synthesegrad auf 
und hatten nun schon bei diesem Synthesegrad hohe Drehwerte finden 
missen, wenn eine Abhangigkeit des optischen Verhaltens von der 
Saurekonzentration vorhanden gewesen ware; indes fanden wir nur 
eine Bestatigung unserer friher gefundenen Drehwerte, namlich ein 
[a]p = + 3,69° fiir den vom Ferment gebildeten und isolierten Ester, 
..Esterfraktion® (vgl. Tabelle ITI). 

Weiterhin machten wir einen Versuch, um die BeeinfluBbarkeit 
der Kinetik durch Zusatz von synthetisch hergestelltem razemischen 
Ester festzustellen, ebenfalls mit negativem Resultat. 

Die GréBen der am Kopf der Tabellen II] und IV angegebenen 
Ansitze geben einen Begriff iiber die Mengen der zur Verwendung 
gelangten Carbinole. Die bei der Aufarbeitung der Syntheseansitze 
wiedergewonnenen Carbinole kénnen fiir neue Syntheseansatze nicht 
gut verwendet werden, weil eine Beeinflussung der optischen Auswahl 
durch die in diesen Carbinolen enthaltene ]-Komponente des Carbinols 
zu befiirchten war. An dieser Stelle sei bemerkt, daB eine Linksdrehung 
der Carbinole nach der enzymatischen Veresterung und Aufarbeitung der 
Syntheseansitze nicht festgestellt werden kann, weil die Verdiinnung 
durch razemisches Carbinol viel zu groB ist; im Gegenteil, bei Auf- 
arbeitung der Syntheseansitze, die die hohen Esterdrehungen zeigen, 
findet man bei der Polarisation der Carbinolfraktion eine ganz schwache 
Drehung nach rechts, die darauf zuriickzufiihren ist, daB mit dem 
Carbinol bei der Destillation eine gewisse Menge der Esterfraktion im 
eutektischen Gemisch mit iibergeht, die durch ihre hohe Drehung die 
schwache Rechtsdrehung der Carbinolfraktion hervorruft. 

Die von uns gewahlte Butterséurekonzentration ist fiir unsere 
Zwecke recht giinstig; gréBere Buttersiurekonzentrationen haben 
wegen der starkeren Fermentschadigung einen geringeren Synthesegrad, 
kleinere eine nicht geniigend groBe Esterausbeute (ohne Verwendung 
allzu groBer Mengen Carbinol) zur Folge. 

Der eigentiimliche Gang der optischen Auswahlkurve bei der 
fermentativen Estersynthese widerspricht den Erwartungen; wir sind 
bis jetzt nicht imstande, eine Erklarung des Phanomens zu geben. 
Diese Frage wird noch im theoretischen Teil behandelt. 


Es folgt die Darstellung der Versuchsergebnisse bei der fermen- 
tativen Hydrolyse, die durchweg mit Schweineleberesterase (neutral., 


Q* 








PEA SIE TS CAT) ae 


edie 








EDT POA DIATE IM OGLE OF os 
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zentrifugierter Ammoniakauszug) angestellt wurden. Alle Versuch 
wurden mit demselben Fermentpraparat ausgefiihrt. Pankreasesterase 
wurde vorlaufig nicht benutzt, weil ihre wasserigen Lésungen wenig 
bestandig sind. 
Tabelle V. 
Spaltung von Methyl-Phenyl-Carbinyl-Butterséureester und Athyl-Pheny| 
Carbiny]l-Buttersaureester. 





Ansittze Nr.: | 1 2 1 2 
Zeit Eten, : - oe —a 

Minuten Verbrauchte cem n/10 NaOH Prozentuelle Spaltung 
15 6,32 4,44 12,4 9,54 
30 12,2 8,49 24,1 18,3 
45 17,3 11,3 37,3 24,4 
60 21,3 13,7 42.0 29,6 


Ansatze: Je 20cem Leberextrakt, 80 cem Wasser, 1 cem Substrat. 


Ansatz 1: Methyl-Phenyl-Carbinyl-Buttersaéureester, 
2: Athyl-Phenyl-Carbinyl-Buttersaureester. 


Aus Tabelle V ist die Spaltung der Buttersiureester des Methy)- 
Phenyl-Carbinols und des Athyl-Phenyl-Carbinols ersichtlich. Der 
Buttersaureester des Methyl-Phenyl-Caibinols wird schneller gespalten 
als der des Athyl-Phenyl-Carbinols. Wir haben nur den einstiindigen 
Verlauf der Spaltung in die Tabelle eingetragen, die in dieser Zeit bis 
zu dem angegebenen Spaltungsgrad geht. Man kann indessen, wie auch 
aus der spater angefiihrten optischen Auswahl-Kurve ersichtlich ist, 
die Hydrolyse glatt bis 85 bis 90°, Spaltung durchfiihren; sie dauert 
dann ungefahr 5 Stunden. Bis 50% Spaltung ist der Kurvenverlauf 
ziemlich linear, dann flacht er erheblich ab. 


i Unsere Ester werden also sehr gut gespalten. Wir machten jedoch 
die Beobachtung, daB nach einigen Tagen die Spaltbarkeit abnimmt. 
um schlieBlich ganz aufzuhéren. Bei der Untersuchung dieser Er- 
scheinung stellten wir fest, wie bereits im praparativen Teil erwahnt 
wurde, daB die Butterséureester unserer Carbinole sich spontan unter 
Bildung von Butterséure und dem entsprechenden ungesattigten 
Kohlenwasserstoff zersetzen. Dieser Befund erklart das Abnehmen der 
Spaltbarkeit unserer Ester nach mehrtagigem Stehen, da die ent- 
stehenden ungesittigten Kohlenwasserstoffe die Spaltung dieser 
Substrate hemmen. Die Ester der héheren homologen Carbinole sind 
nie vollig frei von ungesattigtem Kohlenwasserstoff zu erhalten; sie 
zersetzen sich teilweise bereits wahrend der Vakuumdestillation nach 
der Darstellung. Deswegen haben wir keine Hydrolysenkurven fiir dic 
Butterséureester des Propyl-Phenyl-Carbinols und des Butyl-Pheny!- 
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Carbinols aufgenommen; die erhaltenen Werte sind nicht vdéllig repro- 
juzierbar. 

Sehr gut reproduzierbar sind indessen die in Tabelle V angegebenen 
Hydrolysenwerte fiir die Buttersaureester des Methyl-Phenyl-Carbinols 
und des Athyl-Phenyl-Carbinols. Voraussetzung fiir die Reproduzierbar- 
keit ist jedoch, daB die fermentative Spaltung sofort nach der Destillation 
des Substrats, die stets zweimal aus gefiihit werden muB, vorgenommen 
wird. Unsere Hydrolysenkurven fiir den Athyl - Phenyl - Carbinyl- 
Buttersdureester, an dem wir die Mehrzah] unserer Versuche ausfiihrten, 
sind bei Praparaten aus den verschiedenen Darstellungsansatzen immer 
vollstandig iibereinstimmend. 


Notiert zu werden verdient auch die Beobachtung, daB nach 
kiirzerem Stehenlassen der Ester (mehrere Stunden bis 2 Tage) eine 
hedeutend schnellere fermentative Spaltung eintritt; es scheint, als 
ob der entstehende ungesattigte Kohlenwasserstoff in sehr geringen 
Konzentrationen bei unserem Substrat und unserer Versuchsanordnung 
die Spaltung aktiviert. 


Unsere Ester sind im Wasser praktisch unldéslich; es tritt also 
Sattigung der wasserigen Lésung mit dem Substrat bei allen Substrat- 
konzentrationen ein. Trotzdem ergibt sich aus den in der folgenden 
Tabelle VI eingetragenen Daten eine deutliche Abhangigkeit der Hydro- 
lysengeschwindigkeit von der Substratkonzentration. 


Tabelle VI. 


Abhangigkeit der H ydrolysengeschwindigkeit von der Substratkonzentratiom 
(Die Zahlen bedeuten die bei der Spaltung verbrauchten Kubikzentimeter 
n/10 NaOH.) 





Substratkonzentrationen in Vol.-9 9 


Zeit 
Minuten 05 1 2 ; 

15 2,97 3,06 BD 4,7 
30 4,35 7.15 9 58 8.3 
45 6,22 11,05 13.7 12.8 
60 7.01 12.9 16.1 14,0 
75 8.40 15.95 19.8 16,2 
90) 10.8 17.6 21,7 18,2 

105 11,3 19,8 25.6 20,8 

120 11,3 21.9 27,2 21,6 


Wir ersehen, daB in der dritten Spalte ein deutliches Maximum 
der in gleichen Zeiten frei werdenden Buttersiuremengen vorliegt. 
Wir haben hier vier Punkte einer Aktivitats-P,-Kurve vor uns. Dab 
eine solche tiberhaupt méglich ist, ist schon ein Beweis dafiir, daB nicht 





eae eee 





Nn MOREE. 


AO ue RIM OP URE Nw 











ar reR rn nue 
% ‘4 


erm 


eh memes Gann cabeastabotine mee 


pga: Meine Aemnstreerse toe 


Oe OREN AEE URE RRE Tf 








af 
aa 
i 








134 P. Rona, KE. Chain u. R. Ammon: 


nur die gelésten Anteile des Substrats fiir die Reaktionskinetik maf 
geblich sind, denn ihre Konzentrationen sind ja in allen Fallen gleict 
Ks kann also in solchen Fallen das Massenwirkungsgesetz zur Erkléruny 
der Aktivitats-P,-Kurven kaum herangezogen werden. 

Es wurde nun untersucht, ob die Koérper, die bei verschiedenc; 
Darstellung der Carbinole entstehen und einen so bedeutenden Einfluls 
auf die Kinetik der fermentativen Synthese haben, sich als Zusatz- 
kérper auch bei der Hydrolyse der Ester in analoger Weise bemerkba: 
machen. Zunadichst wurde der Butterséureester eines Methyl-Pheny! 
Carbinols, der durch Reduktion von Acetophenon gewonnen wa: 
dargestellt und fermentativ gespalten. Wir finden bei Anwendung von 
Schweineleberesterase unter denselben Versuchsbedingungen, wie sich; 
aus Tabelle VII ergibt, im Gegensatz zu der Spaltung des nach Grignard 
dargestellten Carbinols, eine etwas aktivierte Spaltung (vgl. Tabelle V). 
keine Hemmung. 

Tabelle VII. 
Spaltung von Methyl-Phenyl-Carbiny]-Buttersaureester; Methyl-Pheny! 
Carbinol dargestellt aus Acetophenon. 





— , Verbrauchte ecm Prozentuelle 
Zeit in Minuten n/l0 NaOH Spaltung 
15 11,0 21,6 
30 19,5 38,3 
45 24.8 47,7 
60 27,3 53.7 


Ansatze: 1 cem Ester, 20 cem Leberextrakt, 80 cem Wasser. 


Tabelle VIII gibt Versuche, in denen wir die verschiedenen Carbinole 
unverandert zu dem Athyl-Phenyl-Carbinyl-Buttersaureester hinzu- 
setzten und den EinfluB dieser Zusaétze auf die fermentative Hydrolyse 
beobachteten. 

Tabelle VIII. 
Spaltung von Athyl-Phenyl-Carbinyl-Butterséureester unter Zusatz ver 
schiedener Carbinole. (Die Zahlen in der linken Tabellenhalfte bedeuten 


verbrauchte Kubikzentimeter n/10 NaOH, in der rechten den Spaltungsgrad 
in Prozenten.) 





Zeit Ohne , b Ohne b 


Min.  Zusatz 


a ri d Sucnte a € d 


15 4.0 1,6 2,0 16 | 2,5 8,52 340; 4,27, 3840) 5,23 
30 8,0 3,3 4.0 3,3 | 4,7 17,4 7,04 8,54)! 7,40 10,0 
45 10,6 6,1 7,7 64 ' 68 226 13,0 1642/1386 14,6 
60 13,0 | 7,0 9,0 80 84 27,7 (14,95 19,10 17,10 17,8 
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Ansaitze: leem Ester auf 100cem Fermentlésung (20 ccm Leber- 
xtrakt, 80cem Wasser), dazu zu 
a) leem Athyl-Phenyl-Carbinol nach Grignard 
b) 1 ,,  Athyl-Phenyl-Carbinol aus dem Keton 
ce) 1 ,, Propyl-Phenyl-Carbinol nach Grignard 
» 1 Propyl-Phenyl-Carbinol aus dem Keton 


Wir sehen, daB die Zusaitze die Hydrolyse unseres Esters hemmen, 
aber alle in gleichem MaBe. Unterschiede, verursacht durch den ver- 
schiedenen Reinheitsgrad der Carbinole kénnen bei der Hydrolyse 
nicht beobachtet werden. 

In der Literatur! wird Methyl-Phenyl-Carbinol als Zusatzkérper 
zur Hydrolyse von Methyl-Butyrat als stark hemmend gegen dieses 
Substrat angegeben. Wir konnten diesen Befund bestatigen und auch 
beim Athyl-Phenyl-Carbinol den gleichen Effekt beobachten. Eine 
der Ursachen fiir die hemmende Wirkung eines Zusatzkérpers bei der 
Hydrolyse eines bestimmten Substrats ist die, daB der Zusatzkérper 
eine gréBere Affinitaét zum Ferment hat als das Substrat. Das Athyl- 
Phenyl-Carbinol miiBte also, da es die Spaltung von Methyl-Butyrat 
hemmt, eine recht bedeutende Affinitat zum Ferment haben.,; Die von 
uns untersuchten Ester werden jedoch sehr glatt gespalten, obgleich 
sie Athyl-Phenyl-Carbinol als Alkoholkomponente haben. Hieraus 
kénnte geschlossen werden, daB unser Ester eine noch gréBere Affinitat 
zum Ferment besitzt als das Athyl-Phenyl-Carbinol. 

Es ist bekannt', daB Aceton als Zusatzkérper zu den verschie- 
densten Substraten deren Spaltung ebenfalls stark hemmt. Unter 
Beriicksichtigung der groBen Affinitat unseres Esters nahmen wir an, 
daB der Zusatz von Aceton zu unserem Ester dessen Hydrolyse wenig 
oder gar nicht beeinflussen wiirde. Das Experiment bestatigt unsere 
Uberlegung. Tatsachlich hemmt das Aceton in unserem Falle so gut 
wie gar nicht, wenigstens nicht in den von uns untersuchten Kon- 
zentrationen. Genaueres ]aBt sich hier, wie in allen ahnlichen Fallen, 
nur durch Aufstellung einer Aktivitaéts-P,-Kurve aussagen. 

Tabelle IX enthalt die Versuchsergebnisse; in Spalte c ist noch 
die Hydrolysengeschwindigkeit unseres Esters in Gegenwart von Aceto- 
phenon wiedergegeben, der in der Literatur ebenfalls als Hemmungs- 
korper genannt ist!; seine hemmende Wirkung fiihren wir aber neben 
einer besonderen Affinitét zum Ferment noch auf die Léslichkeit des 
Substrats in dem wasserunléslichen Keton zuriick (s. theoretischer Teil). 


1 Murray, Biochem. J. 28, 292, 1929; Murray u. King, ebendaselbst 
24, 190, 1930 und Glick u. King, J. of biol. Chem. 14, 497, 1931; vgl. auch 
E. u- E. Stedman, Biochem. J. 25, 1147, 1931 (stark hemmende Wirkung von 
Urethanen auf die fermentative Tributyrin und Methylbutyrat-Hydrolyse. 
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Tabelle 1X. 


Hydrolyse von Athyl-Phenyl-Carbinyl-Butterséureester in Gegenwart von 

Aceton und Acetophenon. (Die Zahlen bedeuten in der linken Tabellenhalit. 

die verbrauchten Kubikzentimeter n/10 NaOH, in der rechten den pri 
zentualen Spaltungsgrad. ) 





Zeit Ohne Ohne 

Min. Zusate - b Same ° b ” 
15 4.4 3.8 37 1.5 9,35 8,1 7,9 8,2 
30 8,0 8.8 7,3 3,8 17,0 18,7 15,5 8,1 
45 11,8 19,9 10.0 4,5 25,2 25.6 21.4 9.6 


Ansatze: lecm Ester auf 100 ccm Fermentlésung (20 ccm Lebe: 
extrakt, 80 ccm Wasser). Dazu zu 


a) 2cem Aceton 


: b) 3 
' ; c) 1 ,, Acetophenon 
: 
7 Es lag in unserer Absicht, auch Mandelsauresester mit optisch 


aktiven Alkoholen zu spalten, um die optischen Verhialtnisse bei de: 
Spaltung eines Esters mit zwei Asymmetriezentren zu studieren. Als 





stinernr ba Ciednaaiainesedianeneeecupeentrmaree nares 


ji einfachstes Beispiel wahlten wir den Mandelsdure-sekundaren Buty!- 
ester. Dieser Ester erwies sich jedoch als nicht spaltbar. Dies beruht 
wahrscheinlich auf der hohen Affinitaét des Esters zum Ferment und auf 
der geringen Zerfallsgeschwindigkeit der Ferment-Esterverbindungen, 
auBerdem aber noch auf dem hemmenden EinfluB des entstehenden 
sekundaren Butylalkohols. Wir setzten ferner zu Mandelsdiuremethy!- 
ester sekundéren Butylalkohol (Methyl-Athyl-Carbinol) hinzu und 
erhielten eine deutliche Hemmung, die aus der folgenden Tabelle X 


Sf I. NE ip A OS A OE 


ersichtlich ist. 








} 
| Tabelle X. 
| Spaltung von d, ]-Mandelsiuremethylester in Gegenwart von d, |-sekun- 
oF j + dairem Butylalkohol. (Die Zahlen in der linken Tabellenhalfte bedeuten 
| hb. die verbrauchten Kubikzentimeter n/10 NaOH, in der rechten den pro- 
f if zentualen Spaltungsgrad.) 
et Zei 
| ae ‘elt "Ohne Zusatz Mit Zusatz Ohne Zusatz Mit Zusats 
$ iy y Min. ine Zusatz Mit Zusatz ine Zusatz Mit Zusatz 
fe 15 7,5 5.5 24,9 15,9 
a 30 13,1 7,9 43,5 26,2 
| oe 45 18,1 10,6 60,0 35,1 
60 23,4 12,5 76,5 41.5 
§ 
i Ansitze: 0,5 g Ester auf 100 cem Fermentlésung (20 cem Leberextrakt. 
80 cem Wasser), dazu 2 cem d, l-sekundaéren Butylalkohol. 
| Ks folgen unsere Ergebnisse iiber die stereo-spezifischen Verhaltnisse 
bei der Hydrolyse unserer Ester. 
* 
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Tabelle XI. 
Abhangigkeit der optischen Auswahl vom Spaltungsgrad (optische Auswahl- 
Kurve). Substrat: dl-Athyl-Phenyl-Carbinyl-Buttersaéureester. 





Berechnete Gefundene Berechnete 


spa rs- ie dene Ci aage : Gehs de 
Mend | coder | nar. (Sqm XeOH | com NeOH | “Ssterte. | lelp de 
0), Esterfr Verseifung selfene seifung an Ester Esterfr 
0,95 011° 00,6736 32.7 15,35 46,9 0,23° 
19,65 0,37 0.7582 36,8 20,45 54,3 — 0,67 
29,7 — 0,94 0.8346 40,51 10,05 24.8 — 3,78 
30,0 — 1,50 0,8344 40.51 16,85 41.6 — 3,63 
50,0 — 4,00 0.6437 31,25 21,95 70,2 - 5,80 
56,0 — 1,95 0,7820 37,99 12.80 36.5 — 53 
80,4 5,34 0,8574 41,62 35,05 84,2 6,3 


Ansatze: 5cem Ester, 100 cem Leberextrakt, 400 cem Wasser. 


Diese Tabelle stellt Versuchsansaétze zusammen, in denen der 
unverseift zuriickgebliebene Ester polarisiert wurde. Es ist ersichtlich, 
daB er linksdrehend ist und daB also das Ferment bei der Hydrolyse 
des racemischen Esters den d-Ester schneller spaltet. 

In zwei Versuchen (Spaltungsgrad von ungefaihr 30 und 50°,) 
wurde der aus dem Ester vom Ferment in Freiheit gesetzte Alkohol 
wiedergewonnen und polarisiert. Im 1-dm-Rohr wurden folgende 
a-Werte erhalten: + 0,41 und — 0,02°. Die geringe Linksdrehung des 
zweiten wiedergewonnenen Carbinols beruht auf der starkeren Links- 
drehung des bei der Destillation mit tibergegangenen Esters, die die 
Rechtsdrehung. des Alkohols tiberdeckt. Zur Aufarbeitung dieser 
Versuche wurden je vier gleiche Ansatze (6 ccm Ester, 100 ccm Leber- 
extrakt, 300 ccm Wasser) bis zu dem gleichen Spaltungsgrad gebracht 
(30 und 50°) und deren Atherausziige vereinigt, um die fiir die Polari- 
sation nétige Carbinolmenge zu gewinnen. 

Da Bamann' durch Anderung der Substratkonzentration bei der 
Spaltung des d, l-Athylmandelats durch einige Esterasen eine Anderung 
der Konfigurationsspezifitat der Enzyme fand, so priften wir, ob wir 
auch diese Erscheinung bei der fermentativen Hydrolyse unseres Esters 
beobachten konnten. Wir erganzten daher die in der Tabelle XI an- 
gegebenen Versuche mit chemischer Aufarbeitung des unverseift zuriick- 
gebliebenen Esters durch neue Ansatze, in denen wir einmal statt 5 ccm 
bei sonst gleichen Bedingungen 2,5 ccm des racemischen Esters, und 
das andere Mal 10 ccm desselben Esters benutzten und bei 30 und 50°, 


1 Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 62, 1538, 1929; siehe auch Rona, Fisch- 
gold u. Ammon, diese Zeitschr. 228, 77, 1930. Ob eventuell beigemengte 
ungesittigte Kohlenwasserstoffe, die durch Destillation nicht zu entfernen 
sind, die Konfigurationsspezifitat der Esterhydrolyse beeinflussen, sei dahin- 
gestellt. 
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Spaltung die fermentative Hydrolyse unterbrachen. Es scheint i: 
dem von uns gewahlten Konzentrationsbereich keine Abhangigkei: 
der Konfigurationsspezifitat der Schweineleberesterase von der Ko: 
zentration des d, l-Athyl-phenyl-carbinyl-butyrats zu herrschen. Wit 
finden bei je 30° Spaltungsgrad fiir die beiden Konzentrationen di: 
[a]p-Werte von: — 4,5 und — 3,8°, bei 50%, Spaltungsgrad dix 
[a]p-Werte von: — 5,26 und — 5,86°. 


Theoretischer Teil. 

Die fermentative Synthese geht in einem Milieu vor sich, das 
unphysiologisch ist. Man arbeitet in alkoholischer Lésung der zu ver- 
esternden Saure bei groBem AlkoholiiberschuB; zu dieser Lésung setzt 
man das Organtrockenpulver hinzu, das das Ferment enthalt. Ist de: 
Alkohol oder die Saéure fest oder sind die beiden Komponenten in ein- 
ander nicht léslich, so kann man sogar in acetonischem Milieu gute 
Synthese erreichen. Das sind Bedingungen, unter denen die fiir die 
Hydrolyse verwendeten Fermentextrakte sofort vollkommen zerstért 
und absolut unwirksam gemacht werden. Auch von einer [H’] kann 
man bei der alkoholischen oder acetonischen Lésung, bei der die fermen- 
tative Synthese vonstatten geht, nicht gut sprechen. 

Trotz dieser eigentiimlichen Bedingungen ist es gelungen, eine 
ganze Reihe von verschiedenartigsten Estern zu synthetisieren, es ist 
sogar die Synthese eines natiirlichen Wachses, des Cetylpalmitats', 
gelungen, das bisher fermentativ noch nicht gespalten werden konnte. 
Unsere untersuchten Carbinole vom Typ C,H;.CHOH.R _ vervoll- 
standigen das bis jetzt vorliegende Material. 


Man ist gezwungen! bei der fermentativen Synthese stets mit dem 
Organtrockenpulver zu arbeiten!. DaB tiberhaupt eine Synthese unter 
den erwahnten Bedingungen zustande kommt, kann darauf zuriick- 
gefiihrt werden, daB das Ferment im Pulverzustand in einer besonders 
geschiitzten Form sich befinden muB. 


Im allgemeinen muB man bei der Synthese bedeutend mehr Ferment- 
pulver verwenden als bei der Hydrolyse. Die Esterhydrolyse geht bei 
Verwendung von Leber- und Pankreas-Ausziigen glatt vor sich; die 
Synthese geht mit Pankreaspulver in den meisten Fallen sehr gut; 
Leberpulver hingegen verestert unsere Substrate itiberhaupt nicht, 
wenn die gleiche Menge Leberpulver wie Pankreaspulver hinzugegeben 
wird ; schwache Synthese erhalt man, wenn man dreimal soviel Leber- wie 
Pankreaspulver verwendet. Auch bei den meisten anderen untersuchten 
Substraten kann man die allgemeine Erfahrung machen, daf Leber- 


1 Rona, Ammon u. Fischgold, diese Zeitschr. 241, 460. 1931. 
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pulver fast immer schlecht esterifiziert'. Dies kann zwei Ursachen 
haben: Entweder enthalt die Leber wenig (synthetisierendes) Ferment 
oder die zu veresternden Substrate (bzw. die in geringen Mengen ent- 
standenen Ester) haben eine so groBe Atfinitét zum Ferment und die 
entstandenen Ferment-Substratverbindungen eine so geringe Zerfalls- 
geschwindigkeit — falls wir die von der fermentativen Hydrolyse ge- 
wonnenen Vorstellungen auf die fermentative Synthese iibertragen —, 
daB8 durch Beschlaglegung des Ferments eine Synthese nicht méglich 
wird. Beispiele hierfiir gibt es bei der fermentativen Hydrolyse eine 
ganze Anzahl. Denken wir an die Versuche von Bamann und Schmeller?, 
Laktone fermentativ zu hydrolysieren; hierbei zeigte es sich, daB die 
bei diesen Kérpern vorhandenen inneren Anhydridbindungen durch 
die Esterasen nicht angegriffen wurden; setzte man jedoch die Laktone 
als Zusatzkérper zur Methylbutyrat-Hydrolyse hinzu, so wurde diese 
stark gehemmt, eben wegen der besonders groBen Affinitat der Laktone 
zu den Esterasen. Weiter sei als Beispiel die von Willstatter, Kuhn, Lind 
und Memmen?® aufgeworfene Frage der ,,Induktion’ bei der Hydrolyse 
von Mandelsaure-Athylester erwahnt; hierbei stellte es sich heraus, 
daB8 das hydrolysierende Ferment durch geringe Beimengungen von 
Benzoyl-Ameisensaureester, der eine etwa 5000mal so groBe Affinitat 
(bei sehr geringer Zerfallsgeschwindigkeit) zum Ferment hat wie der 
Mandelsaure-Athylester, véllig mit Beschlag belegt wurde, so daB die 
Hydrolyse des Mandelséureesters erst dann vor sich gehen konnte, 
wenn die sehr langsam verlaufende Spaltung des Benzoyl-Ameisensaure- 
esters beendet war‘. 

Die Nichtangreifbarkeit eines Substrats durch ein Ferment (bei 
der Hydrolyse wie bei der Synthese) kann also gerade durch be- 
sonders hohe Affinitét des Substrats zum Ferment hervorgerufen 
werden, waihrend umgekehrt ein Substrat mit geringer Affinitat, aber 
groBer Zerfallsgeschwindigkeit der entstehenden Ferment-Substrat- 
verbindungen ausgezeichnet angegriffen wird. 

Die allgemeine Spezifitat der synthetisierenden Fermente ist sehr 
wenig ausgepriigt. Es werden mit ungefaihr der gleichen Leichtigkeit 
die verschiedenartigsten Typen von Alkoholen und Sauren verestert?. 
Wohl aber zeigt sich bei der Synthese, wie bei der Hydrolyse, eine aus- 
gesprochene Stereo-Spezifitat. Bei allen unseren Carbinolen wird die 
d-Form bei der Veresterung bevorzugt; unsere ,,Esterfraktionen™ 


Siehe auch Rona u. Miihlbock, diese Zeitschr. 223, 130, 1930. 


Zeitschr. f. physiol. Chem. 194, 141, 1931. 

Ebendaselbst 167, 303, 1927. 

Bamann u. Schmeller, ebendaselbst 188, 251, 1930. 

Siehe auch Rona u. Miihlbock, 1. c. und Fabisch, diese Zeitschr. 234, 
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84, 1931. 
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nach der chemischen Aufarbeitung der Syntheseansatze sind rechts. 
drehend. 

Bei der Hydrolyse ist der Gang der optischen Auswahl in Ab- 
hangigkeit vom Spaltungsgrad am Beispiel der Mandelsaureester ein- 
gehend studiert worden’. Die erhaltenen ,,optischen Auswahlkurven 
entsprechen den theoretischen Vorstellungen, die man sich bei Heran- 
ziehung des Massenwirkungsgesetzes fiir diese Vorginge machen kann 
Da nach dem Massenwirkungsgesetz die Reaktionsgeschwindigkeiten 
sich proportional den vorhandenen Konzentrationen verhalten, so mul 
bei der Hydrolyse racemischer Ester bei Bevorzugung einer optischen 
Modifikation durch das Ferment diese um so besser gespalten werden, 
in je gréBeren Konzentrationen sie vorliegt, d. h. zu Beginn der Hydro- 
lyse. An diesem Punkt muB die optische Auswahl ihr Maximum haben 
und dann immer mehr abnehmen, bis bei 100°,iger Hydrolyse die 
Auswahl wieder gleich Null wird, da dann beide Komponenten voll- 
standig gespalten worden sind und wieder ein racemisches Gemisch 
vorliegt. Tatsachlich liegt bei der optischen Auswahlkurve des Mandel- 
siuremethylesters das Maximum der Auswahl bei etwa 30°, Spaltungs- 
grad. Auch bei der optischen Auswahlkurve unseres Esters (Tabelle X1), 
dessen Asymmetriezentrum in der Alkoholkomponente liegt, kénnen 
wir qualitativ eine Abnahme der optischen Auswahl vor 50°, Spaltungs- 
grad feststellen. Denn mit fortschreitender Hydrolyse nimmt die 
zuruckbleibende Estermenge immer mehr ab; ein nur leichtes Ansteigen 
der Drehwerte mu8 also schon allein durch die Anreicherung des opti- 
schen Antipoden im Racemat erfolgen. Dieser Anstieg miiBte aber, 
wenn die Auswahl wie bei der fermentativen Esters ynthese kein Maximum 
durchschreiten, sondern standig anwachsen wiirde, bedeutend gréBer 
sein als die im Experiment gefundene Zunahme (vgl. die hohe Zunahme 
der Drehwerte bei den analogen Versuchen in der Synthese-Auswahl- 
kurve). 

Unsere bei der Synthese erhaltenen Auswahlkurven fiir Athy]- 
Pheny!-Carbinol und Propyl-Phenyl-Carbinol lassen sich durch auf dem 
Massenwirkungsgesetz aufgebaute Annahmen in keiner Weise erklaren. 
Ihr Gang ist auBerordentlich merkwiirdig: Bis ungefahr 30°, Synthese- 
grad ist die optische Auswahl nur schwach, dann steigen aber bei 50°, 
Synthesegrad die Drehwerte sehr stark an, beim Athyl-Phenyl-Carbinol 
scheint ein Maximum durchschritten zu werden, beim Propyl-Phenyl- 
Carbinol ist ein solches auch bei 70°, Synthesegrad nicht festzustellen. 

Ein Maximum der optischen Auswahl mu8 natiirlich auch bei der 
Synthese irgendwann einmal durchlaufen werden, weil bei 100°,iger 
Synthese wieder ein Racematgemisch vorliegen muB. Wir kénnen aber 


' Rona, Fischgold u. Ammon, diese Zeitschr. 228, 77, 1930. 
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die Synthese nicht weiter fortfiihren, als wie wir es getan haben; wie 
bereits erwahnt, stellt sich ein Synthese-Stillstand ein, der sich nicht 
mehr andert. Wir miiBten aber, wenn die Synthese sich weiterfiihren 
lieBe, einen ganz rapiden Abfall der Drehwerte von 70°, Synthesegrad 
bis zum SchluB finden. 

Wir sind noch nicht in der Lage, den Verlauf der optischen Auswahl- 
kurve nach irgendeiner Richtung hin zu deuten. Die Vorgange bei der 
Synthese, bei der man in makroheterogenen Systemen arbeitet, sind 
noch recht undurchsichtig; es liegt auch bis jetzt ein viel zu geringes 
experimentelles Material vor. 

Wir haben den gleichen Verlauf der optischen Auswahlkurve an 
zwei homologen Substraten feststellen kénnen; Doppelversuche be- 
stitigen immer die gefundenen Werte; aber trotz dieser Uberein- 
stimmungen werden wir gerade bei der Synthese Verallgemeinerungen 
gegeniiber zu einer gewissen Vorsicht gezwungen, vor allem durch Er- 
scheinungen, die wir bei der fermentativen Estersynthese beobachten 
konnten und jetzt naher beschreiben wollen. 

Es wurde bereits erwahnt, daB anscheinend identische Substrate, 
die nach verschiedenen Darstellungsmethoden gewonnen wurden, eine 
grundverschiedene Synthese-Kinetik aufweisen. In unserem Falle 
werden die nach der Methode von Grignard dargestellten Carbinole 
sehr gut, die durch Reduktion der entsprechenden Ketone dargestellten 
Carbinole iiberhaupt nicht oder doch nur zu einem verschwindend 
geringen Grade mit Butterséiure fermentativ verestert. 

Fiir diese eigentiimliche Erscheinung waren folgende Erklirungs- 
moéglichkeiten zu erwiigen: Entweder sind die nach Grignard dargestellten 
Carbinole besonders rein und werden daher gut verestert; die aus den 
Ketonen dargestellten Carbinole enthalten alle einen wahrend der Dar- 
stellung entstandenen Zusatzkérper, der hemmend auf die Synthese wirkt. 
Oder die aus den Ketonen dargestellten Carbinole sind besonders rein und 
werden gerade deswegen nicht verestert, weil ihnen zur Synthese ein Akti- 
vator fehlt, der in den nach Grignard dargestellten Carbinolen vorhanden ist. 

Uns scheint die zweite Erklarungsméglichkeit naher zu liegen. Denn 
ohne Zweifel kann man vom chemischen Standpunkt aus die aus den Ketonen 
dargestellten Carbinole als reiner ansehen. Sie gehen absolut konstant bei 
der Destillation iiber und farben sich auch nach monatelangem Stehen 
nicht gelblich, im Gegensatz zu den Grignard-Carbinolen, die diese Gelb- 
firbung stets ziemlich bald aufweisen und niemals so konstant destillieren. 
Dann ist der chemische Vorgang bei der Reduktion der Ketone durch 
Natrium und Alkohol vollkkommen durchsichtig; es kann bei einer so milden 
Reduktion keine Nebenreaktion, die zu unbekannten Produkten _ fiihrt, 
eintreten. Bei der Grignard-Reaktion dagegen ké6nnen noch eine ganze 
Reihe von nicht erwiinschten Nebenreaktionen vorkommen; man denke 
nur daran, daB das Magnesium unter bestimmten Bedingungen reduzierend 


wirkt, so daB8 man Benzylalkohol als Verunreinigung erhalten kann, ferner 
an den Benzaldehyd, von dessen Beschaffenheit die Reaktion ebenfalls 
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abhangig ist usf. Auch in der Literatur werden die aus den Ketonen her 
gestellten Carbinole als reiner als die nach Grignard dargestellten bezeichnet 

Wir entschlieBen uns also zu der Annahme, daB fiir die Synthes: 
unserer Carbinole ein bisher unbekannter Aktivator n6étig ist und be 
halten die weitere Verfolgung dieses Problems einer spiteren Arbeit 
vor; hier kam es uns nur darauf an, das Phanomen als solches da) 
zulegen. 

Ein Substrat kann durch geringe Beimengungen eines Zusatz 
kérpers, die sich chemisch ohne weiteres nicht nachweisen lassen, wei! 
es nur Spuren sind, in seinem Verhalten dem Ferment gegeniiber grund 
legend verandert werden. Hieraus wiirde folgen, daB, wenn ein Substrat 
vom Ferment nicht verestert wird, dies nicht nur auf den frihe: 
erwihnten Ursachen (Affinitaéts- und Zerfallsgeschwindigkeit, Saure- 
konzentration) beruht, sondern daB das Fehlen eines geeigneten Akti- 
vators ebenfalls ausschlaggebend fiir das Nichtzustandekommen det 
Veresterung sein kann. 

Hatten wir z. B. das Athyl-Phenyl-Carbinol nur durch Reduktion aus 
dem Keton dargestellt, ohne unseren Befund zu kennen, so hatten wir 
nach Variation der Buttersiurekonzentration usw. mit vollem Recht 
aussagen diirfen, da der Alkohol nicht verestert wird, wobei es fiir 
diese Betrachtung ganz gleich bleibt, ob die Nichtveresterbarkeit auf be 
sonderen Affinitétsverhaltnissen oder darauf beruht, da iiberhaupt kein 
Verhialtnis zum Ferment vorliegt. 

Am gr6Bten ist die Gefahr, unkontrollierbare Beimengungen zu 
erhalten, bei Fliissigkeiten, deren einzige Reinigungsmdéglichkeit die 
Destillation ist und von denen keine kristallisierten Derivate zu erhalten 
sind. Nicht kristallisierte Substrate sind daher zum Studium de 
Fermentwirkungen wenig geeignet. 

Wir verweisen an dieser Stelle nochmals auf die von W tllstdtter, 
Kuhn, Memmen und Lind aufgefundene Induktion, deren Kinetik 
spiter von Bamann und Schmeller aufgeklart wurde. Der Mandelsaure- 
Athylester enthalt Benzoyl-Ameisensaureester in auBerordentlich ge- 
ringen Mengen, die jedoch wegen der groBen Affinitét dieses Stoffes 
zu den Esterasen vollstandig geniigen, um den Effekt der Induktion 
hervorzurufen. Die Induktion wurde am Mandelsdure-Athyleste1 
gefunden, der mit einem Schmelzpunkt von 31° bei Zimmertemperatur 
eine halbkristalline Masse bildet. Der Ester kann jedoch bei tiefen 
Temperaturen umkristallisiert werden, und auf diese Weise gelingt 
seine Reinigung vom Benzoyl-Ameisenséureester, nicht aber durch 
noch so oft wiederholte Destillation. Der Benzoyl-Ameisensaureester 
wurde nicht direkt in dem Mandelsaure-Athylester nachgewiesen, 
sondern durch Hinzufiigung von synthetisch dargestelltem Benzoy]l- 
Ameisensaureester zu durch oftmaliges Umkristallisieren hochgereinig- 
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tem, ,,induktionsfreiem‘‘ Mandelsaure-Athylester wurde bei der fermen- 
tativen Hydrolyse dieses Produktes dieselbe Erscheinung der Induktion 
heobachtet wie bei dem ungereinigten, und so auf die Anwesenheit 
von Benzoyl-Ameisensaureester geschlossen. Die Induktion ist eine 
unseren Beobachtungen ganz analoge Erscheinung. Leider haben wir 
bei unseren Carbinolen nicht die Méglichkeit der Reinigung durch 
Umkristallisation, so daB wir auf so einfache Weise den in den Grignard- 
\Ikoholen enthaltenen Aktivator nicht abtrennen kénnen. Es ist 
charakteristisch, daB die Induktion gerade bei dem halbfesten Mandel- 
siure-Athylester, nicht aber bei dem gut kristallisierenden und leicht 
zu reinigenden Mandelsaiure-Methylester gefunden wurde. 

Wegen der groBen BeeinfluBbarkeit der optischen Spezifitat bei der 
fermentativen Hydrolyse durch geringe Mengen verschiedenster Zusatz- 
kérper miissen wir eine solche BeeinfluBbarkeit auch bei der Synthese 
zum mindesten in Rechnung ziehen. Wir wissen nicht, ob und inwie- 
fern Zusatzstoffe bei der Synthese die optische Auswahl beeinflussen; 
unsere Versuche waren bis jetzt gut reproduzierbar; trotzdem miissen 
wir an die Méglichkeit denken, daB z. B. unsere Aktivatoren in den 
Grignard-Carbinolen auf das optische Auswahlvermégen der Esterase 
wirken. Ehe diese Fragen nicht geklart sind, wozu es noch eines groBen 
experimentellen Materials bedarf, kGnnen wir unseren optischen Auswahl- 
kurven nur einen relativen Wert zuerkennen. | 


Obwohl der Reaktionsmechanismus bei der Synthese im Prinzip 
der gleiche zu sein scheint wie bei der Hydrolyse (Aufstellungsméglich- 
keiten von Aktivitaéts-P,-Kurven auch bei der Synthese), so liegen 
doch bei der Synthese andere Affinitatsverhiltnisse als bei der Hydro- 
lyse vor. 

Schon die Tatsache, daB unsere Carbinole tiberhaupt verestert 
werden, ist ein Beweis fiir das Vorhandensein von cer Hydrolyse 
verschiedener Affinitaéten, denn die Carbinole sind bei der Hydrolyse 
vieler Substrate stark hemmende Zusétze. Auch der sekundire Butyl- 
alkohol, der ebenfalls in den meisten Fallen als Zusatz zur Hydrolyse 
hemmt, wird fermentativ verestert. 

Die Formen der optischen Auswahlkurven unterscheiden sich 
zuweilen bei der fermentativen Hydrolyse und Synthese. Mandelsaure- 
ester werden stets asymmetrisch gespalten, jedoch symmetrisch auf- 
gebaut. 

Aceton hemmt die Hydrolyse bei den meisten Substraten schon 
in geringen Konzentrationen. GréBere Acetonkonzentrationen ver- 
ursachen schon durch die von ihnen verursachte EiweiSfallung in den 
Fermentextrakten Hemmung der hydrolytischen Wirkung. Bei der 
fermentativen Synthese dagegen kann sogar in acetonischem Milieu 
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Synthese vor sich gehen.  Riickschliisse von Verhaltnissen bei de: 
Hydrolyse auf solche bei der Synthese sind daher im allgemeinen 
keineswegs erlaubt. 

Beziiglich der ,,hemmenden Wirkung der Zusatzkérper sei aut 
folgendes hingewiesen. Fiigt man Athyl!-Phenyl-Carbinol als Zusatz. 
kérper zur Hydrolyse seines Butterséureesters hinzu, so tritt deutliche 
Hemmung ein. Nun ist der Ester, ebenso wie das Athyl-Phenyl-Carbino|, 
in Wasser unléslich, beide Substrate lésen sich jedoch ausgezeichnet 
in einander. Infolgedessen geht der Ester, wenigstens zum groben Teil, 
in das hinzugefiigte Athyl-Phenyl-Carbinol, also in die wasserunlésliche 
Phase, wodurch der EinfluB der fermentativen Wirkung erschwert 
wird. Da eine Verminderung der Esterkonzentration eine Verminderung 
der Hydrolysengeschwindigkeit mit sich bringt (vgl. Tabelle VI), so 
mu8 schon aus diesem Grunde der Zusatz von Athyl-Phenyl-Carbino! 
die Spaltung des Esters beeinflussen?. 

Was die Abhangigkeit der Spaltbarkeit wasserunléslicher Substrate 
von ihren Konzentrationen betrifft, so haben wir eine solche Abhangig- 
keit bei der Spaltung des Athyl-Phenyl-Carbinyl-Buttersaureesters 
gefunden. Bamann und Mitarbeiter stellten sie fiir das Methylbutyrat 
fest, das, wenn es auch nicht unléslich wie unser Ester, so doch zweifellos 
schwer léslich in Wasser ist. Die Berechtigung, zur Erklarung der 
Aktivitats-P,-Kurven das Massenwirkungsgesetz heranzuziehen, ist 


bei solchen Systemen fraglich. Bei Suspensionen von wasserunléslichen 
Substraten ist es fiir die Konzentration der wasserigen Phase gleich, 
ob man viel oder wenig suspendiert; die wasserige Phase ist mit dem 
Substrat immer geséttigt. Man wird nicht umhin kénnen, die Adsorp- 
tionsgesetze als Grundlage fiir den Reaktionsmechanismus der Fermente 


zu beriicksichtigen?., 


Zusammenfassung. 

1. Die folgenden Carbinole wurden dargestellt: Methyl-Phenyl- 
Carbinol, Athyl-Phenyl-Carbinol, Propyl-Phenyl-Carbinol,  Buty]- 
Phenyl-Carbinol. Alle vier Carbinole wurden nach der Reaktion von 
Grignard, die ersten drei Glieder der homologen Reihe auBerdem durch 
Reduktion der entsprechenden Ketone dargestellt. 

Die Buttersiureester dieser Carbinole wurden dargestellt und es 
wurde auf einige chemische Eigentiimlichkeiten der dargestellten 
Substrate hingewiesen. 


1 Vgl. in diesem Zusammenhang die Beobachtungen von Murray und 
King, Biochem. J. 28, 292, 1929. 

2 Siehe hierzu die Arbeiten von Hitchcock, Weidenhagen, wie auch 
Fischgold u. Ammon (hier auch Literatur), diese Ztschr. 1932 in Druck, wonach 
eine Aktivitaéts-P,-Kurve auch durch eine Adsorptionsisotherme gedeutet 


werden kann. 
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2. Die Buttersaiureester aller genannten Carbinole kénnen fermen- 
tativ gebildet und gespalten werden. 

3. Bei der fermentativen Bildung und Spaltung dieser Ester zeigen 
die verwendeten KEsterasen eine ausgesprochene Konfigurations- 
spezifitat, und zwar wird bei der Synthese, die mit Schweinepankreas- 
Ferment ausgefiihrt wurde, die d-Form schneller verestert und die 
gleiche Form bei der Hydrolyse der Ester, die aus experimentellen 
Grinden mit Schweineleberextrakt ausgefiihrt wurde, schneller  ge- 
spalten. 

4. Bei vélliger Abwesenheit von Wasser geht die fermentative 
Estersynthese langsamer, fiihrt jedoch zu einer weiteren Verschiebung 
des Gleichgewichts im Sinne der Esterbildung. Die Veresterungs- 
geschwindigkeit ist von der verwandten Saurekonzentration abhangig. 

5. Die Synthese unserer Carbinole ist abhangig von gewissen, noch 
nicht naher untersuchten Aktivatoren, die in den nach Grignard dar- 
gestellten Carbinolen enthalten sind, nicht aber in den durch Reduktion 
der Ketone dargestellten Carbinolen. 

6. Der Gang der optischen Auswahl bei der fermentativen Synthese 
wurde an zwei Beispielen studiert. Die Auswahlkurve zeigt einen 
eigentiimlichen Gang, dessen Deutung noch nicht gegeben werden kann. 


Biochemische Zeitschrift Band 247. 10 
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Weitere Studien iiber den Stoffwechsel der Zelle. 
Von 
(. Sellei, P. Weinstein und J. Jany. 


(Mitteilung aus dem Laboratorium der I[11. medizinischen Klinik und der 
I. Augenklinik der Universitat Budapest.) 


(Eingegangen am 10. Februar 1932.) 


Die Netzhaut und die graue Gehirnsubstanz gehdien samt dem 
Nierenmark in die Gruppe der stark glykolysierenden Gewebe. Den 
Stoffwechsel der Niere haben wir bereits mit L. Karczag an anderer 
Stelle behandelt. Den Gegenstand vorliegender Arbeit bildet der Stoff- 
wechsel der Netzhaut und der grauen Gehirnsubstanz. 


Uber den Stoffwechsel der Netzhaut liegen bereits zahlreiche Arbeiten 
vor (Warburg, Galante, Cascio, Kubowitz, Nakashima, Tamiya Chichio. 
Adler usw.). Aus diesen geht hervor, daB die Netzhaut der Kaltbliiter sich 
stoffwechselchemisch anders verhilt als jene der Warmbliiter, und zwa 
hatte Warburg bei der Netzhaut von Saugetieren — im Gegensatz zu 
Froschnetzhaut ausgesprochene aerobe Glykolyse festgestellt. Diesen 
Umstand hatte er durch die gréBere Empfindlichkeit der Netzhaut von 
Warmbliitern gegeniiber der Blutversorgung erklart'. Der Stoffwechsel 
der Gehirnsubstanz wurde gleichfalls von mehreren Autoren untersucht. 
so von Hirschberg, Winterstein, Wohlgemuth, Nakamura, Krontowsky. 
v. Szent-Gyérqyi usw.; nach Warburg zeigt die graue Gehirnsubstanz 
bei mittelmaéBiger Atmung bedeutende anaerobe und geringe aerobe Glyko 
lyse. Nakamura findet, daB das menschliche Gehirn die Fahigkeit 21 


1 Die Stoffwechseltaétigkeit der Netzhaut wird dadurch bewiesen 
daB der Zuckergehalt im Glaskérper geringer ist als im Kammerwasser, 
und ferner durch den geringeren Bicarbonatgehalt des ersteren, der durcl 
die Milchséureproduktion der Netzhaut erklart werden kann. (Adler.) 
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Oxydation der Kohlenhydrate besitzt, und zwar die graue Gehirnsubstanz 
in héherem MaBe als die weiBe. 


Im Laufe einer friiheren Arbeit wurde von uns der Stoffwechsel 
der grauen Gehirnsubstanz von Ratten auf Grund von Warmequotienten 
charakterisiert. Die Einfihrung dieser Quotienten liefert uns einerseits 
die Grundlage zur Charakteristik des Stoffwechsels der Netzhaut, 
andererseits zur vergleichenden Untersuchung des Stoffwechsels der 
Netzhaut und der grauen Gehirnsubstanz. Da entwicklungsgeschichtlich 
das Stitzgewebe der Netzhaut aus derselben Zellsubstanz wie die 
Nervenzellen und deren Fortsatze gebildet sind und die komplizierte 
Struktur des Netzhautgewebes gleichfalls an die Struktur der grauen 
Gehirnsubstanz erinnert, hatten wir die biologischen Beziehungen 
zwischen grauer Gehirnsubstanz und Netzhaut hinsichtlich ihres Stoff- 
wechsels zu ergrinden versucht. 


Die Untersuchungen wurden an Hunden ausgeftiihit. Es wurden 
zehn Tiere fiir die Versuche verwendet, die durch Nackenschlag getétet 
wurden. Nach Eintritt des Todes wurden beide Augen sofort enucleiert 
und der Bulbus in der Gegend des Aquators mittels eines Rasiermessers 
durchschnitten. Nach Entfernung der Linse und des Glask6érpers 
wurde die Netzhaut mittels einer feinen Pinzette von der Chorioidea 
abgetrennt und fir die Versuche in Stiicke von etwa 1mm Durch- 
messer verteilt. Das Gehirn wurde in einem Stiick herausgenommen 
und die graue Gehirnsubstanz mit einer Rasierklinge in feine Schnitte 
zerteilt. Die Versuche wurden friihestens 20 Minuten bis spiatestens 
3 Stunden nach der Enucleation bzw. der Herausnahme des Gehirns 
begonnen. (Nach Krontowsky hat die iiberlebende Gehirnsubstanz auch 
nach Verlauf von 24 Stunden die Fahigkeit zur Stoffwechseltatigkeit 
noch nicht verloren.) Die Versuche wurden nach Warburgs methodischen 
Vorschriften auf dieselbe Weise ausgefiihrt, wie es von L. Karezag und 
uns bereits beschrieben wurde. 


Die nachfolgenden Tabellen enthalten die Ergebnisse unserer 
Untersuchungen. 


Tabelle I. 


Stoffwechselquotienten der Netzhaut von Hunden. 





Quotientenmittel wert 


’ Zahl der 
Versuche ' Versuche ~— ‘ cme ns , . : 
15 Min. 30 Min 45 Min. 60 Min. 
Atmeng .....| 18 | —167 | —185 18,7 —208 
| 
Anaerobe Glykolyse 10 | + 437 + 56,5 + 38,6 + 29.9 
Aerobe Glykolyse . 11 + 30,1 + 33,2 + 22.8 + 16,5 


10* 
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Tabelle II. 


Warmequotienten der Netzhaut. (Die Warmequotienten wurden de: 
Einfachheit wegen mit 10000 multipliziert verzeichnet.) 





: Os yN 

Zeit Warmequotienten We O» Wo6, 

nach Beginn des — . 
Versuchs WW 


W222 Ww 


Min. 2 COQ, 0 


0 


15 | 156 958 16 
30 y 172 1084 15 
45 120 1032 11 
60 88 1086 


Tabelle III. 


Stoffwechselquotienten der grauen Gehirnrinde von Hunden. 





Zahl der Quotientenmittelwert 


Versuche Versuche |— 


15 Min. 30 Min. 45 Min. 60 Min 


lee — 30,8 — 23,6 5 — 21; 
Anaerobe Glykolyse + 22.0 + 21,2 + 20, 
Aerobe Glykolyse . | + 22,8 + 14,8 + 6 


),¢ 


Tabelle IV. 


Warmequotienten der grauen Gehirnrinde. 
(Die Warmequotienten wurden der Einfachheit wegen mit 
10000 multipliziert verzeichnet.) 





Zeit Wirmequotienten WW me W ae 
nach Beginn des PE ee ne ea ae = : 
Versuchs 0 - i 
, W, Wee Ww Wie 
Min. 


O2 | CO, fe Og 
15 1478 1597 114 
30 | 1152 1230 109 
45 | 1296 1332 83 
60 | 1018 é 1053 106 


i) 
|| 


Aus diesen Ergebnissen geht hervor, daB sowohl die graue Gehirn- 
substanz als die Netzhaut auBerordentlich hohen Energieumsatz auf- 
weisen, der die Warmeproduktion anderer Gewebe iibertrifft. Die 
Atmungswarme erreicht bei beiden Geweben so hohe Werte, daB sie 
uberwiegenden Anteil an dem normalen aeroben Warmeumsatz hat, 
obzwar die aerobe Glykolyse ziemlich kraftig entwickelt ist; dies wird 
durch die niedrigeren Prozentsitze der Wj,,/W-Werte angedeutet. 
Trotzdem aber die Warmeerzeugung durch Atmung dermaBen stark 
entwickelt ist, ibt die Atmung auf die Glykolyse doch nicht die zu 
erwartende erniedrigende Wirkung aus; es ist demnach fiir beide Gewebe 
bezeichnend, daB in ihrem Stoffwechsel die Pasteursche Reaktion 
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nicht oder nur in untergeordnetem Mae zur Geltung kommt. Dies 
wird einerseits dadurch bewiesen, daB die Wey, /W-Werte, obzwar sie 
viemlich gering sind, im Laufe der Versuche doch nicht weiter ab- 
nehmen, sondern verhaltnismaBig bestandig bleiben, andererseits 
dadurch, daB die Wiz, -Werte den Wp, Werten ganz nahe stehen. Die 
Glykolyse kann demnach durch die Atmung kaum beeinfluBt werden. 

Ferner ist es fiir beide Gewebe bezeichnend, daB ihre glykolytische 
Warmeproduktion hinreicht, sie unter anaeroben Bedingungen am 
Leben zu erhalten. Dies wird durch die Bestandigkeit der Wea,/Wo,- 
Werte im Laufe der Versuche angedeutet. 

SchlieBlich ware noch zu erwahnen, daB die Ergebnisse unserer 
Versuche iiber Netzhaut mit jenen von Warburg annahernd iiberein- 
stimmen. Rechnet man namlich seine Stoffwechselquotienten in 
Warmequotienten um, so erhalt man die Werte WQ;,/W = 15 und 
We, /Wo, = 34. Obzwar demnach unsere Stoffwechselquotienten von 
den Werten Warburgs bedeutend abweichen, kann dennoch eine weit- 
gehende Ubereinstimmung zwischen seinen und unseren Warme- 
quotienten festgestellt werden. Dies spricht wieder dafiir, daB die 
beiden Warmequotienten fir den Stoffwechsel einzelne: Gewebearten 
besonders charakteristisch sind. 

Die Stoffwechselquotienten Warburgs bzw. die daraus; von uns 
berechneten Warmequotienten sind die folgenden: 





Tabelle V. 
Stoffwechselquotienten 
nach Warburg In Warmequotienten :mgerechnet 
(Retina) 
= — 9a? r 320 702 
Yo, 30,7 Wo, 13 Web, = 
0. -O 9: Ww ; 
Q03, — + 45,0 W883, = 234 
WweS 
W = 1554 W = & 
Os 
Ng — rNg 
Q23, = + 88,0 W3, = 458 
Zusammenfassung. 


Der Stoffwechsel der Netzhaut und der grauen Gehirnsubstanz 
kann mit den Warmequotienten durch ihre ausgepragte Neigung zur 
Glykolyse charakterisiert werden, die in der verhaltnismaBigen 
Stabilitat der W(;, /W-Werte angedeutet wird. Fir beide Gewebe ist 
ferner die Hemmung der Pasteurschen Reaktion bzw. das Fortbleiben 
der herabsetzenden Wirkung der Atmung auf die Glykolyse charak- 
teristisch. 
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Die entwicklungsgeschichtliche Zusammengehdérigkeit beider Ge. 
webe wird durch die Ahnlichkeit ihres Energieumsatzes biologisc! 
unterstiutzt. 


Diese Arbeit wurde unter Leitung des Herrn Priv.-Doz. Dr. Ladislav 
Karczag mit einer Apparatur ausgefiihrt, deren Anschaffung de: 
,szechenyi* Gesellschaft zur Forderung der Naturwissenschaften 7: 
verdanken ist. 
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Uber die Haltung von Versuchsratten. 
Von 
F. Holtz. 
(Aus der Chirurgischen Klinik der Charité, Berlin.) 
(Eingegangen am 11. Februar 1932.) 


Mit | Abbildung im Text. 


Im AnschluB an unsere Mitteilung iber die Wertbestimmung von 
Vitamin-D-Praparaten! will ich die Kafige und Trinkflaschen schildern, 
die sich im Géttinger Chemischen Institut und in der Chirprgischen 
Klinik der Charité Berlin als sehr praktisch bei der Haltung der Versuchs- 
ratten erwiesen haben. 

Die Versuchstiere werden einzeln in viereckigen Glasaquarien 
(Héhe 20cm, Tiefe 19cm, Breite 15cm) untergebracht; als Deckel 
dienen bleibeschwerte Rahmen aus verzinktem Eisenblech, in denen 
verzinkter Maschendraht ausgespannt ist (Maschenweite 0,9 qmm). 

Fiir die Zuchttiere benutzen wir jetzt statt der urspriinglich ver- 
wandten groBen, sehr zerbrechlichen und schweren Glaskafige vier- 
eckige Metallkasten aus verzinktem Eisenblech: Hohe 28cm, Tiefe 
42cm, Breite 28cm, Gewicht ohne Deckel 3,3kg. Die Vorderwand 
dieser Kasten besteht in ihrem oberen Teil aus einer herabklappbaren 
Tir (14.28¢cm) mit Maschendrahtgeflecht. Durch diese Tir findet 
die Versorgung der Tiere statt; als VerschluB dient ein federnder 
Schnepper. Die Metallkafige sind in gleicher Weise wie die Glaskafige 
mit bleibeschwerten Drahtgeflechtdeckeln versehen. Die Tiere erhalten 
genigend Luft durch den Maschendraht des Deckels und der Tir. 

Als Unterlage dient in allen Fallen Torfmull. In zahlreichen Ver- 
suchen konnten wir feststellen, daB der Torf in keiner Weise die Ver- 
suchsergebnisse bei Priifung auf Vitamingehalt beeintrachtigen kann. 


1 Holtz, Laquer, Kreitmeyer u. Moll, diese Zeitschr. 287, 247, 1931. 
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Unsere TrinkgefaBe fiir Wasser bestehen aus zylindrischen Flasche) 
die durch ejnen Glasstopfen mit Schliff verschlossen sind und unte; 





\ 


Abb. 1. 





in ein kleines Saugloch auslaufen (s. Abb. 1). Die Gla 
stopfen besitzen samtlich Normalschlift, so daB jede) 
Stopfen auf jede Trinkflasche paBt. Die Trinkgefali 
werden mit einer federnden Metallklammer aufgehangt 
Der Vorteil dieser Trinkflaschen gegeniiber den sonst 
iblichen: GréBte Sauberkeit, da das Trinkwasser nicht 
verunreinigt werden kann und sich die Flaschen mit 
Chromschwefelséure und anderen chemischen Reinigung- 
mitteln séiubern lassen; Fehlen jeder Gummi- oder Kork- 
verbindung, die von Ratten gern zerfressen werde) 
Hergestellt werden die Trinkflaschen in zwei GréBen 
35 ccm Inhalt fiir einzelne Ratten und 200 ccm Inhalt 
fiir Sammelkafige und Muttertiere. 


Bezugsquellen. Fir Glaskafige: Franz Hépjner, Niirnberg, Bonerstr. 6. 
Fiir Metallkaéfige: Klempnermeister Brabandt, Berlin NW 6, Luisenstr. 65. 
Fir Trinkflaschen: Greiner u. Friedrichs, Stiitzerbach (Thiir.). 
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Vergleichendes Studium der Wirkung von essigsaurem 
Natrium und Calcium bei Einfiihrung in den Magen auf die 
Zusammensetzung des Harns und die Alkalireserve des Blutes. 


Von 
E. A. Wladimirowa und E. E. Martinson. 


(Aus dem Laboratorium fiir biologische Chemie des Medizinischen Instituts 
in Omsk und dem Biochemischen Laboratorium des Wassiliostrowschen 
Hospitals fiir Infektionskrankheiten in Leningrad.) 


(Eingeganaen am 11. Februar 1932.) 


In der Frage iiber die Rolle der mineralischen Bestandteile der 
Nahrung werden von einer Reihe Autoren neben der qualitativen Be- 
deutung einzelner anorganischer Kationen und Anionen die Nahrungs- 
mittel auch in rein quantitativer Hinsicht vom Gesichtspunkt der 
darin vorherrschenden Basen oder Sauren betrachtet. Die Bedeutung 
der Aziditaét und Alkalitét der Nahrung wird besonders von dem deut- 
schen Forscher R. Berg hervorgehoben. Indem er sich auf die Unter- 
suchungen einer Reihe Autoren, sowie auf seine eigenen Erfahrungen (1) 
stiitzt, stellt er kategorisch folgenden Satz auf: Die konstante zutragliche 
Nahrung des Menschen muB eine solche Menge anorganischer Alkalien 
enthalten, daB sie die gleichzeitig eingefiihrte Menge anorganischer 
Sauren iibertrifft. Da wir nicht die nétige experimentelle Erfahrung 
in dieser Frage aufweisen kénnen, sind wir weit davon entfernt, die 
von Berg angefiilrten Befunde und Erwagungen einer Kritik zu unter- 
ziehen. 

Gegenstand unserer gegenwartigen Untersuchung ist der von 
Berg eingenommene Standpunkt betreffs der Wertung der Aziditat 
und Alkalitaét der Nahrung. In seinen Tabellen (2) bringt er die Mengen 
einzelner Basen (K,O, Na,gO, CaO, MgO, Fe,O3) und Saéuren (P,Qs, 
SOs, Cl) in Milligrammaquivalenten auf 100g frischen Produktes, 
dann summiert er einzeln die Basen und Sauren, die Summe der ersteren 
rechnet er als Plus, die der letzteren als Minus. Die algebraische Summe 
der Basen und Sauren ergibt dann UberschuB von Sauren oder Alkalien. 
Dabei wird gar nicht in Betracht gezogen die qualitative Besonderheit 
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dieser oder jener Base oder Saure. Die Bewertung geschieht rein 
quantitativ. Vom rein chemischen Standpunkt ist dies ganz richtig, 
da es ganz gleichgiltig ist, womit z. B. die Salzsiure im Reagenzglas 
neutralisiert wird — mit Kalium, Natrium oder Calcium. In allen 
Fallen erhalten wir cin neutrales Salz. 

In bezug auf den Organismus aber kann die Richtigkeit eine: 
solchen Wertung bezweifelt werden. Es scheint uns jedenfalls, dali 
sie einer experimentellen Kontrolle unterworfen werden muB. Der 
Organismus ist nicht bloB ein rein chemisches System. Das Schicksa! 
einzelner Basen und Sauren in demselben ist verschieden. Die in den 
Organismus eingefiihrten Basen werden nicht nur zur Neutralisierung 
von Sauren verwendet. Das Calcium z. B. hat eine spezifische Aufgabe 
bei der Knochenbildung. AuBerdem unterscheiden sich die einzelnen 
Basen durch die Wege und die Form der Ausscheidung, sowie durch 
den verschiedenen Grad der Resorptionsfaihigkeit. Berg selbst hebt 
diese Besonderheiten beim Calcium hervor, indem er die Frage nach de: 
siuernden Wirkung der anorganischen Calciumsalze stellt, 7. B. des 
Chlorealeciums; er bezeichnet diese Erscheinung als paradox.  Tat- 
sichlich ist dieses Salz vom chemischen Standpunkt neutral, ruft aber 
bei EKinfiihrung in den Organismus den Zustand der Azidose hervor. 
Es steigt die Aziditat des Harns und die Menge des Ammoniaks. 

Berg erklart diese Erscheinung auf seine Weise. Vor allem weist e1 
auf den Umstand hin, da8 das Calcium zum Unterschied von anderen Basen 
zu 80°, nicht durch die Nieren, sondern durch den Darm ausgeschieden 
wird. Dabei nimmt er an und bekraftigt dies durch seine Untersuchungen 

. daB das Calcium in Form von Tripelealciumphosphat, Ca,(PO,),. aus- 
geschieden wird. Meist wird die Phosphorséiure durch die Nieren in Form 
von Di- oder sogar von Monophosphaten ausgeschieden, z. B. Na,H PO, 
oder NaH,PO,, d.h. auf drei Aquivalente Phosphorsaiure entfallen zwei 
oder zum Teil sogar ein Aquivalent Alkali. Bei Gaben von Calciumsalz aber 
wird die Phosphorsaéure nicht durch die Nieren, sondern durch den Darm 
ausgeschieden, wobei auf drei Aquivalente Saéure auch drei Aquivalente 
Alkali kommen, wie die Formel Ca,(PO,), zeigt. Die dabei entstehenden 
quantitativen Wechselbeziehungen werden nach Berg durch folgende 
Gleichungen ausgedriickt : 

1. 3CaCl, + 2 NaH, PO, = Ca,(PO,), + 2NaCl + 4HCI, 
2. 3CaCl, + 2 Na,H PO, = Ca,(PO,), + 4 NaCl + 2 HCI. 

Nach diesen Gleichungen bildet sich bei Einfiihrung von Chlorcaleium 
in den Organismus das durch die Nieren ausgeschiedene Chlornatrium, das 
durch den Darm ausgeschiedene Tripelcalciumphosphat und auBerdem 
Salzsaure. 

Allerdings findet sich in der Literatur auch eine andere Erklaérung fiu 
die siuernde Wirkung des Chlorcalciums. Es wird angenommen, dai 
das Chlorion im Darm viel rascher resorbiert wird als das Calciumion. 


Das rasch aufgenommene Chlorion wirkt wie Salzséure [Camble, Ross und 
Tisdall (3)|. Wir wissen nicht. welche von diesen Erklarungen die richtige 
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ist. Unzweifelhaft ist. daB das Calcium im Organismus infolge qualitativ 
verschiedener Eigenschaften eine andere Wirkung ausiibt als in vitro. 
Wir nahmen als Grundlage fiir unsere weiteren Erwigungen die Bergsche 
Anschauung. 

Wendet man nun diese Erklarung auf die anorganischen Salze an, 
so bedingen die in Vegetabilien anzutreffenden organischen Salze ihre 
Alkalitét, d.h. das Uberwiegen von anorganischen Alkalien iiber die 
anorganischen Sauren. Das ist verstandlich, da die organischen Sauren 
im Organismus zu Kohlenséure verbrannt werden. Wenn wir in den 
Organismus Calcium einfiihren, das sich darin ebenfalls in Calcium- 
bicarbonat verwandelt, und die Erklarung Bergs hinsichtlich der Aus- 
scheidungsform von Calcium in Form von ‘Tripelcalciumphosphat 
richtig ist, so mussen folgende Wechselbeziehungen vorliegen: 

1. 3Ca(HCO,), + 2 Na,HPO, = Ca,(PO,), + 2H,CO, + 4 NaHCOoO,,. 
2. 3 Ca(HCO,), + 2 NaH, PO, = Ca,(PO,). + 4H,CO, + 2 NaHCo,. 


Wird im ersten Falle das sekundare Phosphat statt durch die 
Nieren durch den Darm ausgeschieden, so verbleiben statt sechs Aqui- 
valenten der in den Organismus eingefiihrten Calciumbase in Wirklich- 
keit bloB vier Aquivalente der Base in Form von NaHCO, zur Ver- 
fiigung des Organismus. Im zweiten Falle mit Monophosphat bleiben 
statt sechs Aquivalenten Calcium zwei Aquivalente Natrium/ Daraus 
ergibt sich die unabweisliche Folgerung, daB die aquivalenten Mengen 
organischer Natriumsalze (sicher auch der Kaliumsalze) einerseits und 
von Calciumsalzen andererseits nicht gleichwertig sind betreffs ihrer 
basischen Wirkung im Organismus. Das geht unzweifelhaft aus der 
Erklarung Bergs fiir die paradoxe Wirkung des Chlorcalciums hervor. 


Daher ist uns unverstandlich, warum Berg diesen SchluB nicht fiir die _ 


organischen Caleiumsalze gezogen hat, welche den Alkaliiiberschub 
vieler Vegetabilien bedingen. 

Wenn unsere Erwagungen richtig sind, so ist der AlkalitiberschuB 
derjenigen Nahrungsstoffe, welche Calciumsalze enthalten, etwas 
geringer, als aus der einfachen mechanischen Summierung der Menge 
aller anorganischen Alkaliverbindungen ohne Unterschied, wie dies 
bei Berg der Fall ist, folgt. 


Aus den Tabellen Bergs ist zu ersehen, daB eine ganze Reihe pflanz- 
licher Produkte eine bedeutende Menge Calcium enthalten. Als Beispiel 
kénnen zwei verschiedene Produkte dienen: Kartoffeln und Gurken. 
Die Alkalitét der ersteren betragt auf 100g des rohen Produktes 
5,90 Milligrammaquivalent, die Alkalitét des zweiten ist besonders 
groB und betragt 31,50 Milligrammaquivalent. In der Kartoffel jedoch 
ist diese Alkalitét hauptsachlich durch das Kalium bedingt — 9,97 Milli- 
grammaquivalent —, Calcium ist darin bloB zu 0,70 Milligramm- 
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aquivalent enthalten; in der Gurke aber finden wir bei 44,39 Milli 
grammaquivalent Kalium 10,05 Milligrammaquivalent Calcium. 


Diese Erwagungen veranlaBten uns, vergleichende Beobachtunge:, 
anzustellen bei Einfiihrung von Kalium- und Natiiumsalzen in den 
tierischen Organismus. Wir wahlten Essigsaure wegen ihrer leichten 
Verbrennbarkeit im Organismus, sowie der erheblichen Léslichkeit 
ihres Calciumsalzes. Bei der Wahl der Salzmenge nahmen wir als 
Grundlage die Menge von essigsaurem Natrium, die deutliche Ver- 
anderungen im Harn hervorruft. Ein Orientierungsversuch zeigte. 
daB hierzu 5g CH,;,COONa, 3H,O vollig geniigen. Von essigsaurem 
Calcium nahmen wir nicht die aquivalente Menge, was mit unsere: 
Stellung zur Frage iibereinstimmen wiirde, sondern die aquimolekulare, 
d.h. eine doppelt so groBe, unter Voraussetzung einer schlechten 
Resorption des Calciums; wir nahmen an, daB wir bei Einfiihrung 
einer doppelten Menge in bedeutendem MaBe den Unterschied de: 
Wirkung von Natrium und Calcium beseitigen wiirden, der durch dic 
schlechte Resorption des letzteren bedingt ist; wir gedachten auf dies 
Weise uns eine bestimmte Vorstellung machen zu kénnen vom Wabr- 
scheinlichkeitsgrad der Erklarung Bergs betreffs der paradoxen Wirkung 
der Calciumsalze. 


Die Versuche wurden an einem und demselben Hund mit heraus- 
geleiteten Harnleitern gemacht, wodurch es méglich war, den Harn 
stundenweise aufzufangen. Der Hund wurde die ganze Zeit hindurch 
bei der gleichen Brot- und Milchnahrung gehalten. Wahrend des 
Versuchs wurde er in ein Gestell gespannt, der Harn wurde wahrend 
1 Stunde aufgefangen, darauf das Salz in der gleichen Menge Wasse1 
(200 ccm) mit der Sonde in den Magen eingefiihtt. Nach Einfiihrung 
des Salzes wurde der Harn in einstiindigen Portionen im Verlauf von 
4 Stunden untersucht. Alle Versuche wurden zu der gleichen Zeit am 
Morgen auf den niichternen Magen gemacht. Wir bestimmten dabei 
pu kolorimetrisch nach Michaelis, Ammoniak nach Folin (4), Phosphor 
nach Bell-Doisy (5) und die Gesamtmenge anorganischer Alkalien nach 
Stadie und Ross (6). Im Blute wurde der Gebalt an Kohlensaure als 
MaB der Alkalireserve im manometrischen Apparat van Slykes (7) 
bestimmt. 


Das Blut wurde aus dem Ohr auf folgende Weise entncmmen. Der 
Rand des Ohres wurde rasiert und gewascken. Es wurde ein leichter 
Kinschnitt des RandgefaéBes gemacht, worauf der Ohrrand in ein GefaB 
mit fliissigem Paraffin getaucht wurde. Das GefiB war ein kleiner 
Trichter, dessen Réhrchen gedehnt und am Trichterkege] zusammen- 
geschmolzen wurde. Auf den Grund des so entstandenen kegelférmigen 
GefaiBes wurde eine Prise oxalsauren Kaliums gestreut. 
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Wir bringen zuerst die Versuche mit Einfiihrung von essigsaurem 


Natrium. Eingefiihrt wurden 5,0 ¢g CH,- COONa, 3 H,O. 


Versuch 1. 











i * _ Gomenipeae Bn der 
Zeit |i des Horns | PH nine | Pheopbor | “*ctien | im Beate 
Stunden ecm mg mg-Aqu. Vol.-%/, 
1 76 5,2 19,6 295 9,3 
2 213 7,2 7,9 317 26,3 — 
3 66 8,2 1,7 154 11,5 
4 30 8,3 1,1 102 6,3 - 
5 11 8,4 0,8 48 2.9 
Versuch 2. 
= rr — der 
Zei re NH; > ische ‘ohlensiure 
zat des ‘aes Pu n 10 Pheagher Eahes a im ‘Blute 
Stunden ecm mg mg-Aqu. Vol.-°/9 
1 134 6,6 13,0 214 13,6 45,0 
2 154 7,9 3,4 146 19,3 52,0 
3 54 8,3 14 156 10,3 49,0 
4 22 8,4 0,3 107 5,6 50,0 
5 16 8,4 0,3 83 4,3 47.5 
Versuch 3. 
7 __ Gesamtmenge bead der 
Zei Menge NH; s organischer ‘ohlenséur 
_ des ‘Warns Pu n/10 Phosphor ae oy on Blute P 
Stunden ecm mg mg-Aqu. Vol.-9'9 
1 95 5.9 18,5 139 7,2 40,0 
2 9) 7,7 8,3 144 11,2 49,0 
3 45 8,4 1,0 113 7,4 45,5 
4 | 25 8,4 0,8 100 ~ 45,5 
5 | «16 8,4 0,8 65 39 46,0 


Alle Versuche mit essigsauxem Natrium ergaben das deutliche 


Bild einer starken Basifizierung des Organismus. 


Stark erhéhte pug, 


die Menge des Ammoniaks im Harn sank auf niedrige Werte. Die 
Die Verainderungen im 


Aikalireserve im Blute war stark gesteigert. 


Gehalt an Phosphor und anorganischen Basen im Harn wollen wir im 





158 kK. A. Wladimirowa u. E. E. Martinson: 


Zusammenhang mit den Veranderungen in den Versuchen 


mit essig 


saurem Calcium betrachten, welche unten gebracht werden. Es wurden 


5,8g essigsaures Calcium eingefiihrt, eine dem essigsaure 


aquimolekulare Menge. 


Versuch 1. 


n Natrium 





Gesamtmenge 


' Menge 
Zeit £ 
- des Harns 


Stunden 


NH; 
nj10 


ecm 


20,0 
15,7 
15,0 
15,0 

4,7 


Versuch 


Phosphor 


mg 


142 

109 
22,0 
1,0 
18,0 


9 


anorganischer 
Alkalien 


mg-Aqu. 


10,7 
12,4 


3,9 
2,1 
2,6 


Menge der 
Kohlensaur¢ 
im Blute 


Vol.-°'y 





Zeit Menge 
des Harns 


Stunden 


N Hg 
n/10 


ecm 


17,3 
13,0 
12,5 
11,2 


Phosphor 


mg 


96 

28 

15 
7,0 
5,0 


Versuch 3. 


Gesamtmenge 
| anorganischer 
Alkalien 


mg-Aqu. 


6,6 
6,2 
44 
1,3 


Menge der 
Kohlensaure 
im Blute 


Vol.-° 


40,0 
40,0 
41,0 
41,0 
41,5 





7 ei Menge 
Zeit des Harns 


Stunden 


1 
2 


3 58 
i 


5 10 


Alle diese drei Versuche ergaben 
scharf von dem bei den 


scheidet. 


NH3 
n/10 


ecm 


28,4 
19,8 
22.6 
18,9 


Phosphor 


mg 


325 

116 
87,0 
14,0 
36,8 


Gesamtmenge 
anorganischer 
Alkalien 


mg-Aqu. 


10,8 
9,0 
5,0 
2.0 
0,8 


Menge der 
Kohlensaure 
im Blute 


Vol.-°/ 


38,0 
38,5 
40,0 
40,0 
41.5 


das gleiche Bild, welches sich 
Versuchen mit essigsaurem Natrium unter- 
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Besonders auffallend ist der Unterschied in bezug auf die Reaktion 
ies Harns und die Menge des Ammoniaks. Wahrend das essigsaure 
Natrium die Harnalkalitaét auBerordentlich erhéhte, rief das essig- 
saure Calcium verhaltnismabig geringe Verschiebungen hervor. Charak- 
teristisch ist dabei, daB bei dem Na-Acetat sich die scharfe Steigerung 
der Alkalitét bereits bei der ersten stiindlichen Harnportion zeigt, 
wahrend die Einfiihrung von Calcium die Harnreaktion wahrend der 
gleichen Zeitdauer fast unverandert ]4Bt. Das gleiche kann man iiber 
die Veranderungen der Ammoniakmenge sagen. Die Verminderung 
der Ammoniakmenge geht allmahlich vor sich und ist verhaltnismabig 
gering. 

Ganz deutlich ist auch der Unterschied in der Veranderung der 
Menge anorganischer Basen. Eine Stunde nach Einftthrung von essig- 
saurem Natiium steigt die Menge derselben im Harn ziemlich stark. 
Das essigsaure Calcium ruft keine Steigerung hervor, man hat eher 
den Eindruck einer Verminderung. Somit zeigte der Harn beim Tier 
nach Gaben von essigsaurem Calcium in unseren Versuchen keine 
charakteristischen Anzeichen einer starken Verschiebung des Saure- 
Basengleichgewichts zur Basenseite. Die geringe Erhéhung der CQ,- 
Werte des Blutes bei Einfiihrung von Ca-Acetat im Vergleich zu der 
starken bei den Versuchen mit essigsaurem Natrium bestatigt die obige 
Beobachtung. / 


AuBer den erwahnten Veranderungen ist von besonderem Interesse 
die Veranderung des Phosphors im Harn. Die Menge des Harnphosphors 
fallt scharf nach Gaben von Calciumsalzen. Die Verminderung ist so 
groB, daB der Unterschied in der Wirkung von essigsaurem Natrium 
und Calcium in dieser Hinsicht keinem Zweife] unterliegt. Die Ver- 
minderung der Phosphormenge im Blute ist langst durch eine Reihe 
von Autoren festgestellt. Fir uns ist sie von Wichtigkeit, da sie fiir 
die Resorption des Calciums aus dem Darm ins Blut zeugt. Allerdings 
spricht sie nicht von einer vélligen Resorbierbarkeit, doch in gewissem 
Grade von der Schnelligkeit derselben. Bei Einfiihrung von essig- 
saurem Natrium erfolgt keine scharfe Veranderung des Phosphorgehalts 
im Laufe der ersten 2 und sogar 3 Stunden. Dagegen ruft die Ein- 
fihrung von essigsaurem Calcium eine starke Verminderung von 
Phosphor in der zweiten Stunde und beim zweiten Versuch sogar in 
der ersten Stunde hervor. 


Die erhobenen Befunde kann man wie folgt zusammenfassen. 
Fiihrt man in den Magen eines niichternen Hundes essigsaures Natrium 
und Calcium ein, so andert sich die Alkalitat des Harns und die Alkali- 
reserve im Blute nicht gleichmaBig. Selbst die doppelte Menge von 
essigsaurem Calcium ruft offenbar eine geringere Basizitét des Orga- 
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nismus hervor als essigsaures Natrium. Das stimmt mit unseren oben 
geduBerten theoretischen Erwagungen tiberein. Unsere Versuche geben 
jedoch keinen AufschluB tiber die Ursachen der verschiedenen Wirkung 
organischer Calcium- und Natiiumsalze. Ob die Voraussetzung Bergs 
uber die Ausscheidung von Calcium in Form von Tripelcalciumphosphat 
richtig ist, oder der Grund dieses Unterschiedes in der schlechten Re- 
sorbierbarkeit des Calciums zu suchen ist, darauf vermégen nur spezielle 
Versuche in dieser Richtung Antwort zu geben. 


Literatur. 


1) R. Berg, Die \V nine. Leipzig 1927. — 2) Derselbe, Die Nahrun 
und Genu8mittel. Dresaen 1929. — 3) I. L. Camble, G. S. Ross, F. F. Tisc 
Amer. J. of dis. of children. 25, Nr. 6, 1923. — 4) O. Folin u. McCollum, 
J. of biol. Chem. 2, 1912. — 5) Klopstock u. Kowarski, Leitfaden fiir klinische 
Analysen (russisch). — 6) Stadie u. Ross, J. of biol. Chem. 65, 1925. - 
7) Van Slyke, ebendaselbst 73, 1927. 
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Untersuchungen iiber das mitogenetische Strahlungsproblem, 


Ill. Mitteilung: 
Beitrag zur Frage der Zwiebel-, Carcinom- und Blutstrahlung. 


Von 


H. Schreiber, Berlin und M. Nak: |= umi, Tokio. 
(Aus dem Institut fiir Strahlenforschung der Universitat Berlin.) 
(Eingegangen am 12. Februar 1932.) 
Mit 7 Abbildungen im Text. 


Im Verlauf unserer Untersuchungen wtiber das mitogenetische 
Strahlungsproblem hatten wir eine Methodik zum Nachweis der Strah- 
lung mittels Hefe ausgearbeitet, iiber die wir vor einiger Zeit berich- 
teten (1). Wir hatten versucht, mit ihrer Hilfe die von Hefekulturen 
angeblich emittierte mitogenetische Strahlung nachzuweisen, konnten 
jedoch keine Ergebnisse gewinnen, die auBerhalb der von uns,eingehend 
untersuchten Fehlergrenzen der angewandten Methodik lagen. Da 
neuerdings in der Literatur Hefekulturen aber bisweilen als unzu- 
verlassig in bezug auf ihr mitogenetisches Emissionsvermégen be- 
zeichnet wurden, dehnten wir in der Folgezeit unsere Untersuchungen 
weiter aus auf andere Strahler. Wir wahlten solche, die von den ver- 
schiedenen Autoren als durchaus zuverlissig bezeichnet wurden, 
namlich Zwiebelsohlenbrei, hamolysiertes Blut und Brei aus bésartigen 
Geschwiilsten, und hofften, mit diesen Induktoren den gesuchten 
biologischen Strahlungseffekt zu erhalten und sie als Strahlungsquellen 
bei der Bearbeitung einiger biologischer Probleme benutzen zu kénnen. 
Im folgenden méchten wir iiber unsere leider nicht erwartungsgem4B aus- 
gefallenen Versuche, den mitogenetischen Strahlungseffekt zu erhalten, 
kurz berichten. 

Wir benutzten die schon friiher beschriebene Methodik (1) der Beob- 
achtung des Wachstums einzelner Hefezellen, die auf einer diinnen Agar- 
nahrbodenschicht in einer feuchten Kammer kultiviert wurden'. Bei den 


1 Eine Abbildung der Versuchsanordnung, auf deren Wiedergabe hier 
verzichtet werden muBte, ist in unserer friiheren Arbeit (1) zu finden. 
Wir konnten aus redaktionellen Griinden hier leider auch nicht saémtliche 
Versuchsergebnisse kurvenmaéBig bringen, sondern muBten uns mit der 
Reproduktion einiger typischer Beispiele begniigen. 
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Induktionsversuchen betrug der Abstand vom Detektor zum Indukto: 
etwa 8 bis 10 mm; die Versuchstemperatur war durchschnittlich 23 bis 25° ( 
Samtliche Versuche wurden bei Tageslicht durchgefiihrt. 

Der als Induktor benutzte Gewebsbrei wurde in ein einseitig zu 
geschmolzenes Glasréhrchen gebracht, das auf der Quarzseite der feuchten 
Kammer wahrend der Induktionszeit einer Stelle der Detektorkultw: 
gegeniiber aufgestellt wurde. Die Quarzplatte selbst war fiir eine Strahlung 
derjenigen Wellenlingen, die hier fiir die vom Induktor etwa ausgehende 
Strahlung in Frage kommen konnten, so gut durchlassig, daB die Absorption 
vernachlassigt werden konnte. Als Kontrolle diente eine zweite Stelle aut 
der anderen Halfte der Detektorkultur, die von der Induktionsstelle stets 
weiter als 10 mm entfernt war. Hierdurch war eine etwaige Vertuschung 
des Induktionseffektes durch mitogenetische Sekundarstrahlung (2) aus- 
geschaltet. 


Wie auch friiher wurden zunachst und 6éfters wiederholt die Fehler- 
grenzen der Methodik nachgepriift, indem Leerversuche ohne Indukto1 
angestellt wurden. In Abb. 1 sind als Beispiel die Ergebnisse von seclis 
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Abb. 1. Kontrollversuche. Wachstumsunterschiede ohne Induktor. 


solchen Kontrollversuchen kurvenmaBig dargestellt. Die Ordinaten 
geben die relative Zellenzahl an, die man erhalt, indem man die Zellen- 
zahl bei Versuchsbeginn gleich 1 setzt. An den Enden der einzelnen 
Kurven sind auBerdem noch stets die absoluten Zellenzahlen angegeben, 
so daB man leicht auch die absolute Anfangszah] ermitteln kann. 
Auf der Abszissenachse ist die Beobachtungszeit und -dauer angegeben. 
Sind mehrere Versuchsergebnisse in einer Abbildung vereinigt, so sind 
die Zeitpunkte des Versuchsbeginns und demgemaB auch alle anderen 
Beobachtungszeiten in der Darstellung der Ubersichtlichkeit halber 
stets um je 2 Stunden gegeneinander verschoben. 
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Induktionsversuche mit Zwiebelsohlenbrei. 


Zwiebelsohlenbrei wurde als Induktor schon in den Anfangen der 
mitogenetischen Forschung in Verbindung mit der Zwiebelwurzel als 
Detektor benutzt. 

Mittels Hefe wurde er von Baron (3) untersucht und sein mito- 
genetisches Emissionsvermégen erneut festgestellt. | Wahrend die 
meisten Autoren iiber die Belichtung des induzierenden Breies bei ihren 
Versuchen keine Angaben machen, fanden Reiter und Gabor (4), daB 
er das Vermégen, zu induzieren, nur bei Belichtung mit sichtbarem 
Lichte besitzt. Im Gegensatz hierzu findet z. B. Mazia (5) auch bei 
villiger Dunkelheit eine gesteigerte Zellteilungstatigkeit an Seeigel- 
eiern als Resultat der Bestrahlung. 

Wir fiihrten schon mit Riicksicht auf unsere Hefedetektorkultur, 
die bei LichtabschluB nach Potozky (6) eine herabgesetzte Rezeptivitat 
fiir mitogenetische Strahlen gezeigt hatte, alle Versuche bei Tages- 
bzw. kombiniertem Licht durch. Die Expositionszeit variierten wir 
von 5 bis 90 Minuten, wobei der induzierende Zwiebelsohlenbrei bei 
den langeren Expositionszeiten nach 

















etwa 30 Minuten durch frisch zu- é ae | 
weite towel — rurde 190 
bereiteten jeweils ersetzt wurde. . js OCLs Of 
Die Abb. 2 zeigt als Beispiel & J 
= Os . . &7 t 

das kurvenmaBige Ergebnis von 2 

; id g 
vier Induktionsversuchen. Die ge- ‘ ra a 

, . a -a— —@)- 
strichelten Kurven stellen stets die ¥ ls ef 
Kontrolle dar, wahrend sich die aus- 1; - i a 
gezogenen Kurven auf die induzierte Stunden 
Kultur beziehen. Bei den Ver- ave. 2. 

~ vg: Induktionsversuche mit Zwiebelsohlen- 

suchen 1 und 4 wurde 5 Minuten, brel. Nuhere Angaben im Text. 


bei den Versuchen 2 und 3 30 Min., 
bei Versuch 5 45 Minuten und bei Versuch 6 90 Minuten induziert, 
wobei die beiden hier nicht wiedergegebenen Versuche 3 und 4 ein zu 
den zugehérigen Versuchen 1 und 2 im Gegensatz stehendes Ergebnis 
lieferten. 

Induktionsversuche mit Blut. 

Zahlreiche Literatur liegt vor tiber die Fernwirkung des mensch- 
lichen und tierischen Blutes. Obwohl einzelne Autoren schon versucht 
haben, das mitogenetische Emissionsvermégen des Blutes medizinisch- 
diagnostischen Zwecken dienstbar zu machen, scheinen auch in der 
bisher vorliegenden Literatur die diesbeziiglichen Existenzfragen 
durchaus noch nicht geklart zu sein. Hier stehen den positiven Befunden 
insbesondere von Gurwitsch (8) (9) und Siebert (7) die negativen von 
Reiter und Gabor (4) und von Rajewsky (10) gegeniiber. 
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Wir stellten unsere Versuche mit Blut normal ernahrter Ratten 
und Kaninchen an. Bei den Kaninchen wurde das Blut einer Ohrvens 


entnommen; 


Rattenblut wurde durch 


Ausbluten von 


mittels eines 


Scherenschnittes dekapitierten Tieren gewonnen. Um die Blutgerinnung 
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zu verhiiten, 


Wasser oder MgSO,-Lésung versetzt. 





Abb. 3. 
Induktionsversuche mit 
Rattenblut. 
Versuch Nr. 1, 5 und 9 
= 10 Minuten exponiert. 
Versuch Nr. 2, 6und 10 
= 15 Minuten exponiert. 


Blut zur Hilfte mit 
aq. dest. versetzt 


Abb. 4. 
Induktionsversuche mit 
Rattenblut. 
Versuch Nr. 3 und 7 
= 10 Minuten exponiert. 
Versuch Nr. 4 und 8 
= 15 Minuten exponiert. 
Blut zur Halfte mit 
Mg SO,-Lésung versetzt. 


wurde es sofort zur Halfte entweder mit destilliertem 
Die Aufstellung der Versuche 


geschah in der beschriebenen Weise, die Ergebnisse sind in den Abb. 3 
und 4 wiedergegeben. Die Expositionszeiten betrugen 10 und 15 Minuten. 
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Induktionsversuche mit bisartigen Geschwiilsten. 

Unsere letzte Versuchsserie erstieckte sich auf die Untersuchung 
des Emissionsvermégens bésartiger Geschwiilste. Wir wahlten hierfiir 
das Ehrlichsche Adenocarcinom der Maus und einen von Dr. Kramer, 
London, stammenden Mausesarkomstamm (Nr. 37). Die Versuchstiere 
wurden wieder mit einem Scherenschnitt dekapitiert, der zu unter- 
suchende Tumor frei gelegt und mit der Schere zerkleinert. Die Tumor- 
stiickchen gelangten, nachdem sie mit 0,5°, 
Ringerlésung (11) verriihrt worden 
waren, spaitestens 5 Minuten nach °F 
dem Tode des betreffenden Tieres 


Glucose enthaltender 
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Abb. 5. Abb. 6. 
Induktionsversuche mit Carcinom Induktionsversuche mit Sarkom. 
Versuch 1 30 Minuten exponiert. Versuch 1 5 Minuten exponiert. 
2 2 - ° . 2 15 in ” 
. 5 10 = * i 3 30 - J 
* 6 2 ~ ° ie 4 60 - 7 


Die Abb. 5 enthalt das teilweise Ergebnis der Carcinomversuche, 
\bb. 6 bezieht sich auf die Versuche mit Sarkom. Die Expositions- 
zeiten wurden zwischen 1 und 60 Minuten variiert. 


Diskussion der Ergebnisse. 


Die Ergebnisse der vorstehend geschilderten Versuche miissen 
wir im folgenden summarisch besprechen; d.h. wir kénnen im all- 
gemeinen nicht naher eingehen auf die etwa unterschiedliche Eigenart 
der einzelnen Induktoren. Vorausgesetzt, daB die Existenz der mito- 
genetischen Strahlung im Sinne Gurwitschs zweifelsfrei feststiinde, 
ware im allgemeinen die jeweilige Zahl unserer Versuche mit einem 
Induktor unter bestimmten Verhaltnissen zu gering, als daB ihre Er- 
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gebnisse weitgehendere Schliisse auf die jeweils geltenden mitogeneti- 
schen Emissionsverhaltnisse des Induktors zulieBen. Dieses Unter. 
fangen wiirde zudem auch der Absicht entgegenstehen, in der div 
Versuche angestellt worden sind; denn es kam uns ja nicht in erste 
Tinie darauf an, Aufschliisse iiber Einzelheiten dieses oder jenes In- 
duktors zu erhalten’. Ausgehend von den Ergebnissen mit Hefe als 
Strahlungsquelle, iiber die wir friiher berichteten (1), wollten wi 
vielmehr zunachst priifen, ob sich bei einer Versuchsanordnung, div 
nur Strahlung als wirksames Agens zulassen sollte, ein biologische: 
Effekt des Detektors einstellt, oder ob dieser bei anderen Induktoren 
unter den vorliegenden Versuchsbedingungen ebenfalls ausbleibt. 


Es ist hier der Ort, noch einiges zu der Methodik zu erwahnen, die 
friiher in Verbindung mit Mutoinduktionsversuchen an Hefe geschildert 
wurde. Wie schon dargelegt wurde, versuchten wir, nachdem sich die 
Fehlerbreite der Sprossungsabzihlung in der iiblichen Art als alle Unter- 
schiede zwischen Kontrolle und induziertem Bezirk verwischend heraus 
gestellt hatte, zundchst einen Makroeffekt zu erhalten. Im Gegensatz zu 
Baron (12) verwandten wir hierzu Kulturen auf festem Nahrboden, weil 
wegen fehlender Absorption der Strahlung in der Bierwiirze hier giinstigere 
Verhaltnisse vorliegen. Es ist uns nun unversténdlich, wieso Gurwitsch (2) 
(S. 297) in dieser Variation ,,ein Verhalten nach dem Prinzip »um so 
schlimmer fiir die Tatsachen«‘* erblicken kann; denn da8B die Strahlung 
sehr stark in Bierwiirze absorbiert wird, gibt ja auch Gurwitsch zu. Dieses 
aber wiirde doch offenbar sowohl fiir die Primar- als auch fiir die Sekundar- 
strahlung gelten. 


Die Wertung der in den Abbildungen kurvenmaBig niedergelegten 
Versuchsergebnisse mége an Hand der Tabelle I vorgenommen werden, 
die den prozentualen Wachstumsunterschied zwischen Detektor- und 
Kontrollkultur, bezogen auf letztere, in seiner zeitlichen Abhangigkeit 
wiedergibt. 

Es zeigt sich, sofern man zunachst einmal die Kontrollversuche 
mit den Induktionsversuchen nur hinsichtlich der GréBe der absoluten 
Zahlen miteinander vergleicht, daB bei den letzteren im allgemeinen 
keine gc6Beren prozentualen Unterschiede im Wachstum vorkommen 
als bei den Kontrollversuchen. Lediglich beim Carcinomversuch 7 


! Dessenungeachtet waren uns derartige Aufschliisse sehr erwiinscht 
gewesen. Wir glauben auch, daB bei positivem Versuchsausfall sich unsere 
Methodik fiir derartige Untersuchungen sehr gut bewahrt hatte, da sie es 
gestattet hatte, die zeitliche Abhangigkeit des Induktionseffektes ohne 
Schwierigkeiten sofort aus den erhaltenen Kurven abzulesen. Die jeweils 
geringe Zahl der Versuche mit einem Induktor unter bestimmten Ver- 
haltnissen (d.h. Expositionszeiten) kann uns aber keinesfalls etwa zum 
Vorwurf gemacht werden, denn unsere Expositionszeiten liegen samtlich 
innerhalb der Grenzen, bei denen von anderer Seite positive Resultate 
mitgeteilt wurden. 














eneti- 
Jnter- 
r die 
erste) 
s In- 
fe als 
1 wil 
y, dic 
ische! 


toren 


n, die 
ildert 
h die 
'nter- 
eras 
itz zu 
, weil 
tigere 
ch (2) 
im so 
hlung 
Dieses 
ndar- 


egten 
rden, 
- und 


igkeit 


suche 
luten 
einen 
nmen 
ich 7 


mscht 
insere 
sie es 
ohne 
>weils 
Ver- 
zum 
ntlich 
iltate 








(ntersuchungen iiber das mitogenetische Strahlungsproblem. ITT. 167 


Tabelle I. 





Induktions- Prozentualer Wachstumsunterschied nach 
Versuch dauer = : ad 
Min. 2 Std. 3 Std. 4 Std. 5 Std 
Kontrolle 1 8.4 10,0 8.7 106 
a 2 9,1 8,2 4.6 
3 18,0 29,6 22.4 
4 3,3 12,7 9.6 
. a) — 22,7 29,3 18,7 
6 — 8.8 43 9.4 
Zwiebelsohlenbrei 1 . 5 + 38 - 15 
2 30 — 2,5 — 5.2 
, 2. 30 — 11,4 + 04 
4. 5 - 87 — 13,5 
a 5. 45 + 25 + 11,5 
“ 6 90 + 0,8 7,2 
Rattenblutl. . . . . 10 - 26 5,1 — 6,8 
a ig tena ae 15 — 12,0 — 11,4 11,6 
sel cd ig 10 0 + 64 
“ 4. 15 0 + 6,5 
> 10 + 7,9 - 55 6,5 
Fe EE 15 + 8,7 + 54 — 09 
a as 10 — 18,0 — 16,2 -- 18,0 
= 8. 15 + 4,1 44 + 66 | 
is ee 10 + 11,1 2.9 + 1,9 
oe 15 — 7,6 — 11.2 — 12,3 
Kaninchenblut 1 . . . 10 0 — 29 
a oe 15 4.8 + 10,6 
Karzinom 1... 4 30 0 + 2,2 + 3,2 
eX 20 0 + 85 + 84 
- 8. 5 — 43 — 1,5 - 5,0 
* 4. 1 — 4,5 — 46 6,0 
a Ws 10 0 0 - 7B 
i o. 2 — 12,2 -—— 15.4 - 82 
e% 45 — 14,7 -17,4 — 24,6 
‘ 8. 60 — 10,3 — 8&0 — 94 
Rees: 5.6 4 84a 5 — 10,5 — 1,9 0 — 74 
. ae 15 — 41 16,4 — 15,9 
‘ ee Se 30 — 22 — 1,6 + 4,7 
i lavas é 60 — 11,4 9,7 12,8 


ibersteigt die Differenz zwischen Detektor und Kontrolle nach 4 Stunden 
Inkubationszeit die zugehérigen Kontrollzahlen ein wenig. Mit Riick- 
sicht auf die betrachtlichen normalen Schwankungen ist man aber 
wohl nicht berechtigt, diese kleine Abweichung von der Norm etwa 
als mitogenetische Depressionserscheinung zu werten; sie miiBte sich 
ja auch beim Ca-Versuch § in noch:starkerem Mabe bemerkbar machen, 
was aber durchaus nicht der Fall ist. Aus dem Vergleich der absoluten 
Zahlen der Tabelle I folgt als notwendiger SchluB, daB, wenn eine 
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von den zum Versuch gelangten Induktoren ausgehende Strahlung 
existiert, sie entweder gar keinen biologischen Effekt an unserem Test 
objekt Saccharomyces ellipsoideus II zur Folge hat oder daB ihre wachs 
tumsférdernde oder -hemmende Wirkung innerhalb der normal auf 
tretenden Schwankungsbreite liegen muB. Beides gilt selbstverstandlic}, 
zunachst nur fiir unsere Beobachtungszeit, die im Durchschnitt etwa 
41/, Stunden betrug. Es erhebt sich hier sogleich die Frage, ob denn 
iiberhaupt unsere Beobachtungszeit genigend ausgedehnt wurde und 
ob nicht etwa eine langere Zeit doch einen mitogenetischen Effekt 
aufgedeckt hatte. Zur Inkubationszeit selbst ist zunachst zu sagen, 
daB nach den Angaben Gurwitschs (2) Brainess mit der im Vergleich 
zu unserer Methodik unempfindlicheren Mycetokritmethode  nac! 
etwa vierstiindiger Inkubationszeit gute Effekte (durchschnittlich 70°, ) 
erhalten hat. Leider ist aus der kurzen Erwahnung der in extenso 
noch unver6ffentlichten Versuche nicht zu ersehen, mit welchen Vor- 
sichtsmaBregeln gearbeitet wurde, und ob und wie die Méglichkeit eine: 
chemischen Beeinflussung, wie sie Btrgers und Bachmann (15) bei 
Hefe und Bakterien bereits festgestellt haben, ausgeschlossen wurde. 
Auch iiber die Gleichheit bzw. Ungleichheit anderer chemischer und 
physikalischer Faktoren bei Detektor und Kontrolle ist nichts gesagt. 
Aber wie dem auch sei, fiir unser Problem folgt jedenfalls das eine, 
daB Brainess innerhalb 4 Stunden einen sogar recht betrachtlichen 
Vermehrungseffekt erhalten hat und demzufolge kein AnlaB besteht, 
unsere Inkubationszeit als zu kurz anzusehen. Aber auch eine etwas 
lingere Beobachtungsdauer dirfte unsere Endresultate nicht ver- 
andert haben. Aus dem Verlauf der Wachstumskurven (vgl. die Ab- 
bildungen) kann man namlich mit einiger Sicherheit auch die Wachs- 
tumstendenz fiir die nachste an die Beobachtungszeit angrenzende 
Zeit ersehen, und bei einem Vergleich zeigt sich, daB die Kurven der 
Induktionsversuche sich in nichts unterscheiden von denen der Kontroll- 
versuche. 

Auch das Suchen nach systematischen Abweichungen zwischen 
induziertem und Kontrollbezirk ist vergeblich. Bei den Zwiebel- und 
Blutversuchen besteht, wie ein Vergleich der Tabelle I zeigt, eine geradezu 
ideale Unordnung von +- und —-Werten. Bei den Carcinom- und 
Sarkomversuchen scheint dies auf den ersten Blick nicht in diesem 
MaBe der Fall zu sein. Beachtet man jedoch die sich in den Zahlen- 
werten bzw. Kurven wiederspiegelnde allgemeine Wachstumstendenz 
und klassifiziert die Versuche hiernach, so kommt man auch hier zu 
einer idealen Abwechslung von +- und —-Werten. Aber auch dessen- 
ungeachtet miiBte schon eine depressive Wirkung der mitogenetischen 
Strahlung ausgeschlossen werden, weil ein Zusammenhang zwischen 
ihr und der Induktionsdauer nicht erkennbar wird. 
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Das Gesamtresultat der hier beschriebenen Versuche besteht 
iach dem Gesagten also darin, daB es uns nicht méglich war, einen 
durch Quarz hindurchgehenden Induktionseffekt bei den untersuchten 
induktoren nachzuweisen. Ein Erklarungsversuch der Diskrepanz 
zwischen unseren Ergebnissen und denen anderer Autoren, die die 
Baron-Gurwitschsche Methodik benutzten, muB als schwer, wenn nicht 
gar vorderhand als unméglich erscheinen. Unsere friiher (1) mit- 
geteilten Bedenken gegen die Anwendung der Sprossungsmethodik in 
der tiblichen Art missen wir auch trotz des von Gurwitsch in seinem 
Buche neuerdings mitgeteilten neuen Materials in vollem Umfange 
aufrecht erhalten. Wenn unseren Bedenken die groBe Zah] und Konstanz 
der mitgeteilten Resultate entgegengehalten wird, so miissen wir hierzu 
sagen, daB iiber die kausalen Zusammenhainge Vermutungen nur bei 
genauester Kenntnis der Experimentiertechnik bis zum_ kleinsten, 
vielleicht unbedeutend erscheinendem Handgriff gedéuBert werden 
diirfen. 

Gurwitsch (2), 8. 203 versucht unsere negativen Ergebnisse dadurch 
zu erklaren, daB ,,bei weitem nicht alle Quarzlamellen fiir die minimalen 
Intensitaten des biologischen Ultravioletts geniigend durchlassig sind“. 
Unseres Erachtens kann dieser Erklirungsversuch sowoh] bei unseren 
friheren als auch bei den hier beschriebenen Versuchen nicht ernstlich 
in Betracht gezogen werden. Bei den verwendeten Induktoren handelt 
es sich nach Gurwitsch um mitogenetische Strahlung auf oxydativer 
und glykolytischer Basis. Beide Spektren haben unter anderem aber 
nach seinen Angaben Linien in der Nahe von 220 mu (2), in einem 
Wellenlangenbereich also, in dem die Absorption des Quarzes keine 
nennenswerte Rolle spielt. Es, ist tiberdies auch’ nicht einzusehen, 
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Abb. 7. 
Absorptionsbestimmungen. 
a Quecksilberbogen, 1 Sek. exponiert, 6 desgleichen nach Durchtritt des Lichtes durch eine 
Quarzplatte, 1 Sek. exponiert, c Zinkfunke, 15 Sek. exponiert, d desgleichen nach Durchtritt 
des Lichtes durch eine Quarzplatte, 15 Sek. exponiert. 
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warum die biologische Strahlung in unseren 1 bis 14/,mm starke: 
Quarzplatten vollstandig absorbiert werden sollte, wahrend sie durch, 
die viele Zentimeter dicken Linsen und Prismen eines Spektrographen 
hindurchgeht, wie man aus den mitgeteilten Ergebnissen der Spektral- 
versuche schlieBen muB. lm iibrigen zeigt die Abb. 7, daB unsere Quarz- 
platten auch noch kurzwelligere Strahlung ungehindert passieren lie Ben. 


Zusammenfassung. 

Versuche zum Nachweis einer Fernwirkung zwischen verschiedenen 
Induktoren und Hefe mit einer Anordnung, die nur Strahlung als wirk- 
sames Agens zulieB, fielen negativ aus, obwohl die Bedingungen fii 
Auftreten und Beobachtung des mitogenetischen Effektes giinstig 
waren. 

Literatur. 


1) M. Nakaidzumi u. H. Schreiber, diese Zeitschr. 237, 358, 1931. 
2) A. Gurwitsch, Die mitogenetische Strahlung. Berlin, Julius Springer, 
1932. 3) M. Baron, Roux-Archiv 108, 617, 1926. 4) 7. Reiter u. 
D. Gabor, Zellteilung und Strahlung. Berlin, Julius Springer, 1928. 
5) C. Maxia, Monit. zool. ital. 40, 115, 1929. 6) A. Potozky, Biol. Zentralbl. 
50, 712, 1930. 7) W. Siebert, diese Zeitschr. 226, 253, 1930. 8) A. Po- 
tozky u. J. Zoglina, ebendaselbst 211, 352, 1929. 9) A. u. L. Gurwitsch, 
ebendaselbst 196, 257, 1928. 10) B. Rajewsky, Strahlenther. 39, 194, 
1930; Phys. Zeitschr. 1930; Derselbe in F. Dessauer, 10 Jahre Forschung 
auf dem physikalisch-medizinischen Grenzgebiet. Leipzig 1930. 11) A.u. 
L. Gurwitsch, Zeitschr. f. Krebsforschung 29, 220, 1929. 12) M. A. Baron, 
Planta 10, 28, 1930. 13) B. Rossmann, Roux-Arch. 114, 583, 1929. 
14) W. Loos, Jahrb. f. wiss. Bot. 72, 611, 1930. — 15) Biirgers-W. Bachmann 
Kliwo 10, 773, 1931. 


t 














1. IT 


irken 
lurch 
phen 
‘tral- 
1arz- 


Ben. 


enen 
virk- 
. fiir 
istig 


ger, 
Pr um. 


albl. 
Po- 
tsch, 
194, 
ung 
be Ws 
ron, 


ann 








Bestimmung von Furfurol 
und Methyl-furfurol als 2, 4-Di-nitrophenylhydrazon. 


Von 
Ernst Simon. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 16. Februar 1932.) 


Den haufig als komplexe Kohlenhydrate und glucosidartig gebunden, 
gelegentlich auch in freiem Zustand in der Natur auftretenden Pentosen 
und Methyl-pentosen kommt infolge ihrer weiten Verbreitung eine groBe 
biologische Bedeutung zu. Auf ihre charakteristische Fahigkeit, durch 
Erwirmen mit Séuren in Furfurol bzw. Methyl-furfurol iiberzugehen, 
ist die tiibliche Methode zu ihrer quantitativen Bestimmung gegriindet. 
B. Tollens und seine Mitarbeiter! haben in mehreren Mitteilungen ein 
Verfahren beschrieben, dessen Prinzip auf der Destillation von Pentosen 
bzw. Pentose-derivaten mit Salzsiure (spez. Gew. 1,06) sowie auf der 
Fallung des im Destillat befindlichen Furfurols oder Methyl-furfurols 
mittels Phloroglucin beruht. Die Destillation muB unter bestimmten 
Bedingungen ausgefiihrt werden, die Menge der entstehenden Phloro- 
glucid-niederschlage ist von der Art und Quantitét des angewandten 
Zuckers abhangig, von dem ein Teil unter Huminbildung zerstért 
wird. Eine diese Faktoren beriicksichtigende empirische Phtoroglucid- 
Tabelle ist von 2. Kréber? angefertigt worden. Die Fallung mit Phloro- 
glucin birgt insofern einige Nachteile in sich, als die chemische Zusammen- 
setzung des amorphen Niederschlags weder bekannt noch konstant 
ist und ein Teil des gebildeten Phloroglucids stets in Lésung bleibt. 

Es schien daher nicht iiberfliissig, nach einem Reagens zu suchen, 
das wohldefinierte kristallisierte und zugleich in Wasser unldésliche 
Derivate des Furfurols und Methyl]-furfurols liefert und eine quantitative 
gravimetrische Bestimmung erméglicht. 


! B. Tollens, H. 36, 239, 1902; Ber. 36, 261, 1903; W. B. Ellett u. 
B. Tollens, Ber. 88, 492, 1904. 

2 E. Kréber,'J. f. Landwirtsch. 48, 357; 49, 7, 1901;; vgl. hierzu 
F. W. Klingstedt, Chem. Centralbl. 1925, IT, 1478. 
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Fiir die Erkennung des Furfurols war von E. Fischer! das Pheny] 
hydrazin vorgeschlagen worden. Dieses Reagens haben B. Tollens und 
Mitarbeiter? zu einer titrimetrischen und gravimetrischen Bestimmung des 
Farfurols benutzt, dasselbe spiéiter aber zugunsten der erwaihnten Phloro 
glucin-Methode aufgegeben. Angefiihrt sei in diesem Zusammenhang, dafi 
W. Kerp und K. Unger® zur Abscheidung des Furfurols Semioxamazid. 
ferner PR. Jdger und E. Unger* sowie K. Fromherz® Barbitursiure verwendet 
haben. Allen diesen Fallungsmitteln haften indes, wie die Autoren selbst 
hervorheben, gewisse Miangel an. 

Als besonders geeignet erkannte ich das 2, 4-Di-nitrophenylhydrazin, 
das in einer Reihe von Arbeiten des hiesigen Instituts schon zur erfolg- 
reichen Identifizierung® und Trennung? anderer biochemisch wichtiger 
Stoffe (wie des Methylglyoxals, der Brenztraubensiure und des Acet- 
aldehyds) gedient hat. 

Uber ein Furfurol-2, 4-di-nitrophenylhydrazon hat im Jahre 1894 
A. Purgotti® berichtet; er betrachtete es als eine Substanz, die durch 
Umkristallisieren aus Eisessig in Gestalt scharlachroter Blittchen vom 
Schmelzpunkt 202° zu erhalten ist. 

Beim Zusammenbringen von Furfurol-lésungen mit einer salz- 
sauren Lésung von 2, 4-Di-nitrophenylhydrazin gewann ich zunachst 
ein rotes, mikrokristallines, unscharf von etwa 186° an schmelzendes 
Hydrazon, das beim Umbkristallisieren aus Eisessig braungefirbte 
Nadeln von unscharfem Schmelzpunkt (von etwa 190° an) lieferte. 
Bei etwa viertagigem Aufbewahren unter Eisessig wandelte sich dieses 
umkristallisierte Produkt in dunkelrote Plittchen um, die scharf bei 
222° (korr.) schmolzen, also 20° héher, als fiir das Produkt ehemals an- 
gegeben worden war. Wurde die Substanz nun nochmals aus Eisessig 
umkristallisiert, so fielen wiederum anfangs die braunen Nadeln von 
unscharfem Schmelzpunkt aus, die nach mehrtagigem Liegen unter 
Kisessig in die oben beschriebene stabile Form iibergingen. Beim Um- 
kristallisieren des rotgefirbten Rohproduktes aus anderen Lésungs- 
mitteln (Dioxan-Ather, Nitrobenzol, KEssigester) entstanden teils rote, 
teils miBfarbene Produkte von unscharfen Schmelzpunkten. 


1 FE. Fischer u. J. Hirschberger, B. 22, 365, 1889, und zwar S. 369, 
FuBnote 2. 

2 A. Giinther u. B. Tollens, B. 28, 1751, 1890; G. de Chalmot u. 
B. Tollens, B. 24, 694, 1891; W. E. Stone, B. 24, 3019, 1891; A. Giinther, 
G. de Chalmot u. B. Tollens, B. 24, 3575, 1891. 

3 W. Kerp u. K. Unger, B. 80, 585, 1897. 

4 R. Jager u. E. Unger, B. 35, 4440, 1902; 86, 1222, 1903. 

5 K. Fromherz, H. 50, 241, 1907. 

6 Z. B. C. Neuberg u. M. Kobel, diese Zeitschr. 208, 463, 1928; 210, 
466, 1929; 216, 493, 1929; 219, 490, 1930; 229, 255, 1930; B. 68, 1986, 1930. 

7 E. Simon u. C. Neuberg, diese Zeitschr. 232, 479, 1931. 

8 4A. Purgotti, Gazz. chim. ital. 24 [TI], 554, 1894; Chem. Centralbl. 
1894, IT, 433. 
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Aus den identischen Elementaranalysen des Rohproduktes, der 
abilen Verbindung sowie der aus Dioxan-Ather ausgeschiedenen, 
ischarf von 186° an schmelzenden Modifikation, die aus_biischel- 

formig angeordneten roten Nadeln bestand, ergibt sich, daB es sich 
nicht um Verunreinigungen, sondern um verschiedene Modifikationen 
handelt. 

Beim 2, 4-Di-nitrophenylhydrazon des Methyl-furfurols (2-Methyl-5- 
formyl-furans) wurden ahnliche Erscheinungen wahrgenommen. Das rot 
gefarbte, zunaéchst undeutlich kristalline, unscharf von etwa 150° an 
schmelzende Rohprodukt ergab beim Umkristallisieren aus Eisessig 
braunrote Nadeln mit unscharfem Schmelzpunkt (von etwa 180° an), die 
nach viertagigem Verweilen unter Eisessig in eine scharf bei 212° (korr.) 
schmelzende Modifikation tibergingen. Eine Anderung der Kristallform 
war in diesem Falle nicht eingetreten; unter dem Mikroskop waren 
jedoch nunmehr tiefrote Nadeln zu erkennen. Das aus Dioxan-Ather 
umkristallisierte Rohprodukt wies ebenfalls unscharfen Schmelzpunkt 
(etwa 175°) auf, jedoch lieferten die mit dieser Substanz, die mit der 
stabilen Modifikation sowie die mit dem Rohprodukt ausgefiihrten 
Elementaranalysen wie beim Furfurol-derivat iibereinstimmende Werte. 

In Versuchen mit 1°%igen und 1°/ igen Furfurol-lésungen ergab 
sich, daB das Furfurol-2, 4-di-nitrophenylhydrazon in Wasser ganz 
unléslich ist. Wahrend die Phloroglucid-niederschlage erst nach 16stiin- 
digem Stehen filtrierbar werden, kann das 2, 4-Di-nitrophenylhydrazon 
nach langstens 1 Stunde abgesaugt werden, wenn das Reaktionsgemisch 
solange im Eisschrank aufbewahrt worden ist?. Die Trocknung zur 
Gewichtskonstanz erfolgt binnen kurzem bei 110 bis 115°, wahrend 
die Phloroglucide infolge ihres hygroskopischen Verhaltens iiberhaupt 
nur unter bestimmten Kautelen (innerhalb 4 Stunden) zu trocknen sind. 

Ermittelt wurde ferner das durch Destillation von Arabinose und 
Xylose entstandene Furfurol sowie das durch Destillation von Rhamnose 
gebildete Methyl-furfurol, indem 0,5g des entsprechenden Zuckers 
mit 12°%iger Salzsiure aus dem Olbad destilliert wurden. 

Zur quantitativen Bestimmung dienten je 100 ccm Destillat. 
Zum Vergleich wurden Phloroglucid-Analysen nach Tollens  vor- 
genommen. Auch das Methyl-furfurol-2, 4-di-nitrophenylhydrazon ist 
in Wasser unléslich. 

Natiirlich kann das geschilderte Verfahren auch zu Uronsdure- 
hestimmungen dienen, bei denen ja neben dem entwickelten Kohlen- 
dioxyd das abgespaltene Furfurol ermittelt wird. 


! Unter diesen Bedingungen fallt iiberschiissiges salzsaures 2, 4-Di- 
nitrophenylhydrazin nicht aus, da die Lésung reichlich HCl enthalt. (Vgl. 
8.174 bis 177. 
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Experimenteller Teil. 


I. Furfurol. 

Das zu den Versuchen benutzte Furfurol war zuvor zweimal destilli« 

(Kp. 161°). 
Furfurol-2, 4-di-nitrophenylhydrazon. 

leem Furfurol, gelést in 25cem Wasser, wurde mit einer erkalteten 
Lésung von 2,2g 2, 4-Di-nitro-phenylhydrazin in 264cem 2n HCl ver- 
setzt. Nach etwa einstiindigem Stehen in Eiswasser wurde der rote Nieder- 
schlag abgesaugt, zunachst mit verdiinnter Salzsiure, dann mit Wasser 
gewaschen und im Vakuumexsikkator tiber P,O,; getrocknet. Die Ausheute 


ist quantitativ. Der Niederschlag ist undeutlich kristallin und schmilzt 


unscharf von etwa 186° an. 


4,196 mg Substanz: 7,422 mg CO, und 1,248 mg H,0O. 
3,041 ,, 0,5361cem N (23°, 759mm; 50°, KOH). 


Cy, H, N,9;. Ber.: C 
(276,1) gef.: C = 48,24°%, 


47,81%, H = 2,92%, N = 20.29%; 
H = 3,33%, N = 20,30%. 


Die beim Umbkristallisieren aus Eisessig erhaltene Substanz bestand 
aus braun gefirbten Nadeln, die unscharf von etwa 190° an schmolzen. 
Nach viertagiger Aufbewahrung unter Eisessig hatten sie sich vollstandig 
in dunkelrote Plattchen umgewandelt, die nach dem Absaugen, Auswaschen 
mit wenig Eisessig und Trocknung iiber Atzkali im Vakuum nunmehr 


scharf bei 222° (korr.) schmolzen. 


4,844 mg Substanz: 8,561 mg CO, und 1,440 mg H,0O. 
4,112 ,, - 0,730 cem N (24°, 763mm; 50°, KOH). 


Cy,H.N,O; Ber.: C = 47,81%, H = 2,92%, N 
(276.1)  gef.: C = 48,20%, H = 3,33%, N 


29, 9Q0/. 
20,299); 


20,48°,. 


Bewirkt man eine Umlésung der Substanz durch Aufnehmen in Di 
oxan und Zugabe von Ather bis zur gerade beginnenden Kristallisation, 
so erhalt man zu Biischeln vereinigte rote Nadeln, die unscharf von etwa 


186° an schmelzen. 
4,534 mg Substanz: 7,987 mg CO, und 1,312 mg H,0O. 
3,129 ,, 0,5457 cem N (24°, 766mm; 50°, KOH). 
C,,H,N,O;- Ber.: C = 47,81°%, H 2,92%, N 
(276,1) gef.: C = 48,04%, H = 3,24%, N = 20,20%. 


20,29 %; 


des Furfurolhydrazons zeigen 


Die verschiedenen Modifikationen 
Die Substanz ist in Wasse! 


praktisch gleiche Léslichkeitsverhaltnisse. 
unléslich, in Alkohol und Benzol ziemlich schwer léslich, in Eisessig, Essig- 
ester, Nitrobenzol, Pyridin, Dioxan in der Hitze leicht léslich. Bemerkens- 
wert ist die rote Farbe des Hydrazons, die im allgemeinen nur bei Osazonen 
beobachtet wird. Dagegen tritt mit alkoholischer Natronlauge die fiir 
Di-nitrohydrazone charakteristische bordeauxrote Farbung auf. 
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Versuche mit 1° igen und 1°/ igen Furfurol-lésungen. 


Je 3.0cem 1,16°,ige Furfurol-lésung (== 34,8 mg Furfurol) + 0,08 g 
4-Di-nitrophenylhydrazin in 9,6cem 2n HCl. 


| rhalten: a) 0,1000 g Furfurol-di-nitrophenylhydrazon = 34,78 mg 
Furfurol. 

b) 0,0995 g Furfurol-di-nitrophenylhydrazon = 34,61 mg 
Furfurol. 


Je 30,0 cem 1,16°/yige Furfurol-lésung (= 34,8 mg Furfurol) + 0,08 g 
2, 4-Di-nitrophenylhydrazin in 9,6cem 2n HCl. 


Erhalten: a) 0,0999 g Furfurol-di-nitrophenylhydrazon = 34,75 mg 
Furfurol. 

b) 0,0995 g Furfurol-di-nitrophenylhydrazon = 34,61 mg 
Furturol. 


Furfurol aus l-Arabinose. 


0,50 g reine l-Arabinose, gelést in 5ccm Wasser, wurden mit 100 cem 
etwa 12° iger Salzsiure (spez. Gew. 1,06) versetzt. Die Destillation er- 
folgte im Olbad derart, daB nach dem Abdestillieren von 30 ccm Fliissigkeit 
jeweils 30 cem 12° ige Salzsiure zugesetzt wurden; die Beendigung der 
Operation gab sich durch den negativen Ausfall der Anilin-acetat-Reaktion 
zu erkennen. Das Volumen des Gesamtdestillats betrug 500 ccm. 

Je 100cem Destillat, entsprechend 100mg Arabinose, wurden mit 
0,145 g 2, 4-Di-nitrophenylhydrazin in 18 ccm 2 n HCl versetzt, der Nieder- 
schlag nach etwa einstiindigem Stehen bei 0° auf einem Schottschen Glas- 
filtertiegel 1 G4 abgesaugt, mit verdiinnter HCl und darauf mit Wasser 
gewaschen und alsdann bei 110 bis 115° zur Gewichtskonstanz getrocknet. 


Erhalten: a) 0,1399 g Hydrazon = 48,66 mg Furfurol, 
b),0,1386g —,, 48,21 


Nach der Kréberschen Tabelle entsprechen diesen Furfurolwerten 
102,9 mg Arabinose. 

Zum Vergleich wurde ein Teil des Destillats der Phloroglucid-analyse 
nach Tollens unterworfen. 

Zu je 100cem Destillat wurden 0,085 g Phloroglucin, gelést in 10 cem 
12° iger Salzsdure, hinzugefiigt. Der Niederschlag wurde nach 16stiindigem 
Stehen abgesaugt, mit 150 ccm Wasser gewaschen und nach Vorschrift 
getrocknet. 


Erhalten: a) 0,0940 g Furfurol-Phloroglucid, 
b) 0,0927 g 


Nach der Kréberschen Tabelle zeigen diese Mengen 51,5 bzw. 50,8 mg 
Furfurol oder 108,5 bzw. 108 mg Arabinose an. 

Die kleinen Differenzen zwischen den Furfurol-Werten nach der 
Hydrazon- und Phloroglucid-Methode erkléren sich wohl durch die Mangel 
der letzteren. Jedenfalls halte ich meine Werte auf Grund der Bestimmungen 
mit garantiert reinen Furfurol-lésungen fiir die genaueren. Der Unterschied 
zwischen der angewandten (100mg) und aus der Phloroglucid-Analyse 
berechneten (108 bis 109,5 mg) Arabinosemenge ist auf die gréBere, von 
mir zur Destillation benutzte Quantitat zuriickzufiihren ; nach der Kréberschen 
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Tabelle besteht bekanntlich keine Proportionalitaét zwischen verschiedene ) 
Zuckermengen einerseits und den entsprechenden Phloroglucid-werten 
andererseits. 


Furfurol aus d-Xylose. 


0,5g reine d-Xylose, gelést in 5cem Wasser, wurden mit 100 cer, 
12° iger Salzsiure versetzt und in zuvor beschriebener Weise destilliert, 


Gesamtdestillat 300 ccm. 
Je 100 ccm Destillat, entsprechend 167 mg Xylose, wurden mit 0,265 ¢ 
2, 4-Di-nitrophenylhydrazin in 31,8cem 2n HCl versetzt. Behandlung 
des Niederschlags wie oben angegeben. 
Erhalten: a) 0,2640 g Hydrazon 91,82 mg Furfurol, 
b) 0,2582 g - = 89,81 ,, - 


Nach der Kréberschen Tabelle entsprechen diesen Werten 161,4 bzw. 
158,3 mg Xylose. 

Zum Vergleich wurden 100 cem Destillat mit 0,14 g Phloroglucin, 
gelést in 10cem 12°, iger HCl, versetzt. Erhalten: 0,1734g Furfurol- 
Phloroglucid. Nach der Kréberschen Tabelle entspricht dieser Menge 
92,7 mg Furfurol bzw. 163 mg Xylose. Beziiglich der kleinen Differenzen 
zwischen beiden Analysenarten gilt das gleiche wie fiir Arabinose (s. 8. 175). 


II. Methyl-furfurol. 


Das verwendete Methyl-furfurol war durch Destillation von Khamnose 


gewonnen. 


Methyl-furfurol-2, 4-di-nitrophenylhydrazon. 

300 cem methylfurfurol-haltiges Destillat wurden mit 0,33 g 2, 4-Di- 
nitrophenylhydrazin in 40 ccm 2 n HCl gefallt. Nach ungefahr einstiindigem 
Stehen bei 0° wurde der rote Niederschlag abgesaugt, mit verdiinnter Salz- 
séure sowie anschlieBend mit Wasser gewaschen und im Vakuumexsikkator 
uber P,O,; getrocknet. Erhalten wurden 0,15 g Hydrazon. Der Niederschlag 
ist undeutlich kristallin und schmilzt unscharf von etwa 150° an. 


3,484 mg Substanz: 6,360 mg CO, und 1,212 mg H,0O, 
2,142 ,, 6 0,3541 com N (22°, 759mm; 50°, KOH). 


CyzHyN,O;. Ber.: C = 49,64°%, H = 3,48°%, N = 19,31%; 
(290, 1) gef.: C = 49,79°%, H = 3,83%, N = 19,10°%%,. 
Beim Umkristallisieren aus Eisessig wurden braunrote Nadeln erhalten. 
die unscharf von etwa 180° an schmolzen. Nach viertaégiger Aufbewahrung 
unter Eisessig waren mikroskopisch rote Nadeln zu erkennen, die schari 
bei 212° (korr.) schmolzen. 


3,066 mg Substanz: 5,598 mg CO, und 1,052 mg H,0O, 
3,150 ,, * 0,5154ceem N (24°, 763mm; 50°, KOH). 
CigHyN,O;. Ber.: C = 49,64°,, H = 3,48°%,, N = 19,31°%; 
(290,11)  gef.: C = 49,80%, H = 3,84%, N = 18,88%. 
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Wird die Substanz in Dioxan gelést und mit Ather bis zur beginnenden 
Kristallisation versetzt, so erhailt man schéne rote, biischelférmige Kristall- 
aggregate (Nadeln) von unscharfem Schmelzpunkt (etwa 175°). 


3,938 mg Substanz: 7,190 mg CO, und 1,364 mg H,0O, 
2,709 ,, ws 0,4430 com N (24°, 766mm; 50°, KOH). 
CizHyN,O,- Ber.: C = 49,64°%%, H = 3,48°%, N = 19,31°%; 
(290,1)  gef.: C = 49,79°,, H = 3,88°,, N = 18,94°,. 


Hinsichtlich der Léslichkeit in den erwihnten organischen Solvenzien 
weist die Methyl-furfurol-verbindung keine deutlichen Unterschiede gegen- 
iiber dem entsprechenden Furfurol-hydrazon auf. Mit alkoholischer Natron- 
lauge erhalt man ebenfalls die charakteristische bordeauxrote Farbung. 


Methyl-furfurol-Bestimmungen. 


0,5 g Rhamnose, gelést in 5cem Wasser, wurden mit 100 ccm 12° ,iger 
Salzséure versetzt und in iiblicher Weise destilliert. Gesamtdestillat 550 cem. 

Je 100ccm Destillat, entsprechend 90,9 mg Rhamnose, wurden mit 
0,11 g 2, 4-Di-nitrophenylhydrazin in 13,2 cem 2n HCl gefallt, der Nieder- 
schlag nach etwa einstiindigem Stehen abgesaugt, mit verdiinnter HCl 
und darauf mit Wasser gewaschen und sodann bei 110 bis 115° zur Gewichts- 
konstanz getrocknet. 

Abgeschieden: a) 0,0796g, b) 0,0797g Methyl-furfurolhydrazon 
= 30,19 mg Methyl-furfurol. 

Zum Vergleich wurden je 100 ccm Destillat mit 0,063 g Phloroglucin 
in 10cem 12°, iger Salzséure versetzt. 

Erhalten: a) 0,0560 g. b) 0,0568 g Methyl-furfurol-Phloroglpeid. 

Nach der Tabelle von Ellett! entsprechen dieser Menge 96,6 mg 
Rhamnose. 


1 W. B. Ellett u. B. Tollens, Zeitschr. d. Deutsch. Zuckerind. 55, II, 
19, 1905. 
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Uber den Erregungszuckerstoffwechsel des Nervensystems. 
Von 
Hans Winterstein und Heinz Friinkel-Conrat. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitét Breslau.) 


(Eingegangen am 17. Februar 1932.) 


In einer Reihe von Arbeiten aus dem hiesigen Institut ist gezeigt 
worden, daB die bei kiinstlicher Reizung eines Organs zu beobachtenden 
Stoffwechselverinderungen (,,Reizungsstoffwechsel“) keineswegs ohne 
weiteres als ein Ausdruck des physiologischen Geschehens aufgefabt 
werden diirfen, da sie auch Kunstprodukte darstellen kénnen, die durch 
die lokale Wirkung des Reizes hervorgerufen wurden. Um iiber die 
chemischen Prozesse AufschluB zu erhalten, die den Erregungsvorgiangen 
unter normalen Bedingungen zugrunde liegen (,, Erregungsstoffwechsel ‘*), 
miissen diese Erregungsvorginge auch auf physiologischem Wege 
ausgelést sein. 


1. Der Zuckerumsatz im Erregungsstoffwechsel des isolierten Froschriicken- 
marks. 


Hirschberg und Winterstein’ haben gezeigt, daB das isolierte Frosch- 
rickenmark aus einer umgebenden zuckerhaltigen Lésung Zucker zum 
Verschwinden bringt und daB dieser Zuckerverbrauch durch direkte 
elektrische Reizung des Riickenmarks eine gewaltige Steigerung erfahrt. 
DaB diese Steigerung nicht ein Kunstprodukt der elektrischen Reizung, 
sondern der Ausdruck von Veranderungen ist, die mit den physiologi- 
schen Erregungsvorgangen einhergehen, wurde bereits durch Versuche 
von Winterstein® (und Bengner) sehr wahrscheinlich gemacht, die 
ergaben, daB die reflektorische Erregung des Riickenmarks durch 
elektrische Reizung der N. ischiadici einen ebenso groBen Zucker- 
verbrauch herbeifiihrt wie die direkte Reizung. Da aber auch die 
elektrische Reizung zufiihrender Nerven nicht ohne weiteres als ,,physio- 


1 Hirschberg u. Winterstein, Zeitschr. f. physiol. Chem. 100, 185, 1917. 
2 H. Winterstein, Pfliigers Arch. 224, 757, 1930. 
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lugisch“* bezeichnet werden kann, besonders seitdem durch die grund- 
legenden Untersuchungen von P. Weiss! gezeigt wurde, daB das 
differenzierte Ansprechungsvermdégen transplantierter Muskeln nur bei 
puysiologisch reflektorischer und nicht bei elektrischer Reizung der 
sie versorgenden Nerven zu beobachten ist, so schien es notwendig, 
auch Versuche mit physiologischer Reizung anzustellen. DaB auch 
unter diesen Bedingungen, némlich bei der durch mechanische Reizung 
der Pfotenhaut ausgelésten reflektorischen Erregung des Riickenmarkes 
eine Steigerung des Zuckerumsatzes zu beobachten ist, wurde schon an 
anderer Stelle kurz mitgeteilt?, und ist inzwischen durch gleichzeitig 
und unabhangig von uns angestellte Versuche von Mitolo® am isolierten 
Zentralnervensystem der Kréte gleichfalls festgestellt worden. Mitolo 
fand den Zuckerverbrauch des ruhenden Praparats im Mittel zu 1,92 mg 
pro Gramm. und Stunde, bei einer alle 5 Minuten erfolgenden Reizung 
durch Kneifen der Pfoten dagegen zu 3,09 mg. In diesen Versuchen 
wurde kein Sauerstoff durch die das Praparat enthaltende Lésung 
geleitet, so daB sich dieses zweifellos unter den Bedingungen einer 
leichten Erstickung befand. Bei O-Durchleitung fand Mitolo in einem 
Versuch bei einem ruhenden Praparat einen Zuckerverbrauch von 3,57 
und bei einem reflektorisch gereizten Praparat einen solchen von 
4,88 mg pro Gramm und Stunde (Werte, die im Vergleich zu den von 
uns beobachteten simtlich exorbitant hoch erscheinen). ; 

Da das Verschwinden von Zucker aus der umgebenden Lésung 
bisher der einzige Vorgang ist, der mit Sicherheit auf physiologische 
Erregungsvorgange zuriickgefiihrt werden kann, diirfte es nicht iiber- 
flissig erscheinen, auch unsere prinzipiell tibereingtimmenden Resultate 
mitzuteilen, um so méhr, als es sich bei ihnen nicht um Durchschnitts- 
werte, sondern um Vergleich des Zuckerumsatzes an ein und demselben 
Praparat im Zustande der Ruhe und bei reflektorischer Reizung handelt. 
Ein Teil der Versuche wurde von Fr]. Bulla ausgefiihrt. 


Methoditk. 


Das in der iiblichen Weise isolierte Froschriickenmark lag in einem 
etwa 2,5mcm hohen GlasgefaB mit abgerundetem Boden in | ccm Ringer- 
lésung, die 0,2°,, Glucose enthielt. Durch die Lésung wurde standig Sauer- 
stoff durchgeleitet. In einem gleichen Gefa8 wurde die in genau der gleichen 
Weise behandelte Kontrollésung aufbewahrt, deren Zuckergehalt gleichfalls 
am Ende jeder Versuchsperiode untersucht wurde. Eine solehe Kontrolle 
war aus dem Grunde notwendig, weil durch das Durchleiten des Sauerstoffs 
und das damit verbundene Verdunsten von Wasser eine Konzentrierung 
der Lésung stattfand (auch wenn das Glaschen mit feuchtem Filtrierpapier 


1 P. Weiss, Pfliigers Arch. 226, 600, 1931. 
2 H. Winterstein, Naturwissenschaften 19, 247, 1931. 
§ M. Mitolo, Boll. soc. ital. biol. sper. 6, 1931. 
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oder feuchter Watte zugedeckt war). Von dem auBerhalb der Lésung 
befindlichen Ende der Wirbelsiule (das wegen des Durchtritts der Nerven. 
wurzeln nicht entfernt werden kann) fiihrten die Plexus und Nn. ischiadi: 
durch Einhiillen in Vaselin gegen Vertrocknung geschiitzt, iiber den Rand 
des GlasgefaBes und von da ab in mit Ringerlésung angefeuchtete Watte 
eingepackt zu den auf einer Glasplatte liegenden Beinen (Unterschenke| 
und Fu8). Zur Steigerung der Reflexerregbarkeit wurde der Zuckerlésung 
wahrend eines Ruheversuchs ein wenig Strychnin (meist im Verhaltnis 
1: 30000) zugesetzt. Die Reizung erfolgte durch Beriihren oder, wenn dics 
nicht mehr ausreichte, durch leichtes Kneifen der Zehen oder der Pfoten- 
haut. Als Versuchstiere dienten groBe ungarische Eskulenten. Die Zucke: 
bestimmung erfolgte nach Hagedorn-Jensen. 

Kin Teil der im Winter 1930/31 untersuchten Praparate zeigte 
ein kontinuierliches Absinken des Zuckerverbrauchs, das eine klare 
Deutung der Versuchsergebnisse unmdéglich machte, und bei den im 
April 1931 angestellten Versuchen war merkwiirdigerweise meist iiber- 
haupt kein Zuckerverbrauch nachweisbar, weder in der Ruhe, noch bei 
elektrischer Reizung. Von den Protokollen der Versuche, in denen 
Zuckerverbrauch und Erregbarkeit bis zum SchluB gut erhalten blieben, 
seien im folgenden einige wiedergegeben. Fast stets war der Zucker- 
verbrauch in der ersten Zeit, offenbar infolge der Nachwirkung der mit 
der Praparation verbundenen Reizung, auch am ruhenden Praparat 
relativ sehr hoch. Der Zuckerumsatz ist stets in Milligramm pro | g 
und | Stunde angegeben. Alle Versuche sind bei Zimmertemperatur 
angestellt. 





Zucker- 
ities en verbrauch 
Versuchsbedingungen in mg 


pro g und Std 


1. Ungarische’ Esculenta. 


Riickenmark 102 mg, erst 1/. Stunde in Zucker-Ringerlésung. 
1 Std. in Ringerlésung (R.- -L.) + Glucose + Strychnin. Ruhe. 0,39 
1 Std. mechanische Reizung in Zucker-RL. . . 5, Me tak 0,49 
NE cone gre) te eaten ey tus ww we oe ee 0.19 
2. Ungarische Esculenta. Rickenmark 126 mg. 
ee AO SNe oe ge eds elbow a ws 0,15 
1 Std. Ruhe in Zucker-RL. (+ Strychnin) ......... 0 
1 Std. mechanische Reizung in Zucker-RL. . . ....... 0,55 
3. Ungarische Esculenta. (Riickenmark, nur untere Halfte 72 mg). 


Std. Ruhe in Zucker-RL. . a ee ee ee 0,555 
9 Std. Ruhe in Zucker-RL. CG ‘Strychnin) Poet eae ke 0,64 
hy mechanische Reizung in Zucker-RL. . . ....... 1,18 


Die Versuche zeigen, daB die mit der physiologischen Erregung 
verbundenen Vorgdnge mit einer Erhéhung des Zuckerumsatzes in der 
umgebenden Lésung einhergehen. 
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Das Schicksal des verschwindenden Zuckers ist unbekannt. Er wird 
offenbar nicht oxydiert, da aus den Versuchen v. Ledeburs' hervorgeht, 
daB weder der O,-Verbrauch noch die CO,-Abgabe bei den physiologi- 
schen Erregungsvorgangen eine Steigerung erfahrt. Der Zucker wird 
auch nicht in nennenswertem MaBe in Milchséure gespalten, wie sich 
aus den Versuchen von Jungmann® mit elektrischer Reizung ergibt. 
Auch nimmt der Zuckerverbrauch bei O,-Mangel nicht zu, sondern ab. 
Der oft gebrauchte Ausdruck ,,Glykolyse“ ist daher unzweckmaBig. 


2. Der Zuckerstoffwechsel des Warmbliiternerven. 

\Fiir den peripheren Froschnerven ‘ist das Vorhandensein eines 
Zuckerumsatzes und seiner Steigerung durch direkte elektrische 
Reizung bereits von Hirschberg und Winterstein® nachgewiesen worden. 
Am Warmbliiternerven ist in neuerer Zeit der Umsatz der im Nerven 
selbst vorhandenen Kohlenhydrate von Holmes* und seinen Mit- 
arbeitern untersucht worden. Sie konnten bei elektrischer Reizung 
keinerlei Verinderungen des Kohlenhydratgehalts feststellen. Wir 
haben zunachst lediglich den Umsatz von Zucker in der umgebenden 
Lésung zum Gegenstand der Untersuchung gemacht. Als Versuchs- 
objekte dienten Intercostalnerven vom Rind und Ischiadici mit ihren 
Verzweigungen vom Kaninchen (je ein Versuch am Ischiadicus der 
Katze und des Hamsters). Die Nerven wurden bei Zimmer- odey K6rper- 
temperatur in einer kleinen Menge (1 bis 2ccm) 0,2°, Glucose ent- 
haltender Ringerlésung aufbewahrt und die GréBe des Zuckerverbrauchs 
in der Ruhe, bei elektrischer Reizung und unter dem Einflu£ der Nach- 
wirkung vorangehender elektrischer oder mechanischer Reizung ge- 
messen, ferner wurde die Wirkung der durch solche Reizungen aus- 
gelésten Erregung und der Einflu8B physiologischer reflektorischer 
Erregung untersucht. Ebenso wie bei den Riickenmarkversuchen 
wurde auch hier stets ein GefaB mit einer Kontrollésung unter méglichst 
gleichen Bedingungen gehalten wie das GefaB mit den Nerven. Zucker- 
bestimmung nach Hagedorn-Jensen. 


a) Der Zuckerumsatz im Ruhestoffwechsel. 


Die meisten Daten iiber den Ruhestoffwechsel wurden am Inter- 
costalnerven des Rindes bei Kérpertemperatur in ein- bis zweistiindigen 
Versuchsperioden gewonnen. Die auf 1g und 1 Stunde berechneten 
Werte lagen in weitaus der Mehrzahl der Versuche zwischen 0,15 und 


1 J.¥Freih. v. Ledebur, Pfliigers Arch. 217, 235, 1927; 227, 343, 1931. 

2 H. Jungmann, diese Zeitschr. 206, 457, 1929. 

3 Hirschberg u. Winterstein, Zeitschr. f. physiol. Chem. 108, 27, 1919. 

4 Holmes u. Gerard, Biochem. J. 28, 738, 1929; Holmes, Gerard u. 
Solomon, Amer. J. Physiol. 98, 342. 1930. 
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0,5 mg; der Durchschnitt von 32 Bestimmungen ergab 0,37 mg. Die 
relativ groBen Differenzen im Ruheumsatz erklaren sich zweifellos in 
der Hauptsache durch die mit der Préparation des Nerven verbunden: 
Reizung und den groBen EinfluB, den diese, wie wir gleich sehen werden, 
auf die GréBe des Zuckerverbrauchs ausiibt. Die Nerven wurden aus 
dem frisch geschlachteten Rind am Schlachthof zunachst rasch heraus. 
prapariert, dann in Rinderblut aufbewahrt ins Institut gebracht und 
muBten vor Ausfiihrung des Versuchs erst sorgfaltig von den anhaftenden 
Bindegewebs- und Fetteilen nach Méglichkeit befreit werden. Dies ist 
ohne erhebliche Zerrungen nicht durchfiihrbar, und die damit ver- 
bundene Reizung geniigt, um eine auBerordentliche Steigerung des 
Zuckerverbrauchs herbeizufiihren. So betrug z. B. in einem Versuch, 
in welchem dieser an zwei Nervenstiicken gleich nach der Praparation 
wahrend 10 Minuten gemessen wurde, der auf 1g und 1 Stunde be- 
rechnete Zuckerumsatz bei dem einen 3,32 mg (bei 37°), bei dem anderen 
2,82 mg (bei 16°), wahrend er in der darauffolgenden Stunde (bei 37") 
nur 0,154 bzw. 0,07 mg betrug. In einem zweiten Versuch von 40 Minuten 
Dauer betrug unmittelbar nach der Préparation der Zuckerverbrauch 
zweier Nervenstiicke 0,93 und 0,71 mg, in den folgenden 40 Minuten 
nur 0,22 und 0,24 mg pro Gramm und Stunde. 

Es wurde daher zur Ausschaltung dieser Reizwirkungen der frei 
praparierte Nerv zunachst im allgemeinen 10 bis 20 Minuten in Ringer- 
lésung (bei 0-Durchleitung) liegengelassen und dann erst mit der 
eigentlichen Bestimmung begonnen. Da aber, wie gleich gezeigt werden 
wird, jede Reizung mit einer langen Nachwirkung verbunden ist, deren 
Dauer ebensowenig gleichmaBig zu gestalten ist wie die mit der Pra- 
paration verbundene Reizung, so sind groBe Ungleichheiten nicht zu 
vermeiden und daher auch haufig bei Stiicken desselben Nerven zu 
beobachten. In vielen Versuchen wurde die Lebensfahigkeit der Nerven 
durch Ableitung der Aktionsstréme untersucht. In vereinzelten Fallen 
war an Stelle eines Zuckerverbrauchs eine scheinbare ,,Zuckerproduk- 
tion‘ zu beobachten, d. h. die Reduktionskraft der Versuchslésung nahm 
nicht ab, sondern zu. Offenbar handelt es sich um die Abgabe redu- 
zierender Stoffe durch den Nerven, iiber deren Natur und Ausscheidungs 
bedingungen zunachst nichts Bestimmtes ausgesagt werden kann 
(Eine solche ,,Zuckerproduktion“ war sehr haufig in den ersten hiet 
nicht beriicksichtigten Versuchen, in denen die Zuckerlésungen nicht 
enteiweiBt wurden, wie dies spiter ausnahmslos geschah. Sie ist natiir- 
lich auch in zuckerfreien Lésungen zu beobachten.) 


b) Der ,, Reizungsumsatz*. 


Wie eben dargelegt, hat die mit der Praparation verbundene 
mechanische Reizung eine bedeutende Steigerung des Zuckerumsatzes 
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im Gefolge. Das gleiche gilt fiir die absichtlich herbeigefiihrte mecha- 
nische sowie fiir elektrische Reizung. Ja, es geniigte bei gut erregbaren 
Nerven schon die kurze, zur Priifung der Aktionsstréme angewandte 
Reizung mit dem Induktionsstrom, um in der darauffolgenden Versuchs- 
periode eine starke Vermehrung des Zuckerverbrauchs herbeizufiihren. 
Kinige Protokolle seien als Beispiele angefiihrt: 

Kin Stiick eines Rinder-Intercostalnerven zeigte in einer 3/4 stiindigen 
Versuchsperiode einen Zuckerverbrauch von 0,32 mg pro Gramm und 
Stunde. Nach weiterem 2!/,stiindigen Verweilen in zuckerhaltiger 
Ringerlésung bei O-Durchleitung wurde seine Erregbarkeit durch 
Ableitung des Aktionsstromes bei elektrischer Reizung gepriift ; dieser 
war erhalten. In der darauffolgenden 1*/,stiindigen Versuchsperiode 
zeigte der Nerv ohne weitere Reizung einen Zuckerverbrauch von 
0,45 mg, also eine Steigerung um mehr als 40°,. — Der Zuckerverbrauch 
zweier bereits mehrere Stunden im Versuch befindlicher Intercostal- 
nervenstiicke betrug in 17/,stiindiger Versuchsperiode 0,23 und 0,24 mg 
pro Gramm und Stunde. Zur Feststellung der Aktionsstréme wurde 
das erste Nervenstiick einmal ganz schwach, das zweite stark elektrisch 
gereizt und diese Reizung 1/, Stunde spater noch einmal wiederholt. 
Der in 1?/,stiindiger Versuchsperiode bestimmte Zuckerumsatz betrug 
jetzt bei dem ersten 0,28, bei dem zweiten dagegen 0,78 mg, war also 
auf mehr als das Dreifache gesteigert. — Der Zuckerverbrauch von drei 
Stiicken eines Intercostalnerven betrug in 1*/,stiindiger Versuchs- 
periode 0,14, 0,20 und 0,37 mg pro Gramm und Stunde. Bei der Priifung 
der Aktionsstréme wurde jedes Stiick 20 Sekunden faradisch gereizt, 
das erste mit sehr starken, das zweite mit mittleren, das dritte mit 
minimalen Strémen. In der darauffolgenden Versuchsperiode von 
J?/, Stunden Dauer betrugen die gémessenen Zuckerverbrauchswerte 
0,30, 0,35 und 0,41 mg, zeigten also eine mit der Reizstarke wachsende 
Steigerung um 11°, im dritten, 75°, im zweiten und 114°, im ersten 
Falle. ' 

Wie die elektrische, so kann auch die direkte mechanische Reizung, 
wie schon betont, als Nachwirkung eine bedeutende Steigerung des 
Zuckerverbrauchs herbeifiihren, wie das folgende Beispiel zeigt: Ein 
Kaninchenischiadicus verbrauchte in der Ruhe in einstiindiger Versuchs- 
periode 0,35 mg pro Gramm und Stunde. Hierauf wurde er mit einem 
Tetanomotor durch Beklopfen mit einem Hammerchen an verschiedenen 
Stellen gereizt (und die Aktionsstréme festgestellt) und hierauf wieder 
1 Stunde in Ruhe belassen. Der Zuckerverbrauch betrug jetzt 0,65 mg, 
also 86°, mehr. Die Nachwirkung war weder bei der elektrischen noch 
bei der mechanischen Reizung regelmaBig zu beobachten, da sie durch 
das mit der Zeit spontan erfolgende Absinken des Zuckerverbrauchs 
verdeckt sein kann. 
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c) Der ,,Erregungsumsatz**. 


Die Frage, ob die bei Reizung zu beobachtende Steigerung des 
Zuckerverbrauchs ein Kunstprodukt der lokalen Einwirkung oder ei: 
mit dem ErregungsprozeB verbundener Vorgang sei, wie dies fiir dic 
Nervenzentren des Frosches erwiesen wurde, haben wir auf verschiedene)) 
Wegen zu beantworten gesucht. In einer Reihe von Versuchen wurc 
der Nerv an einem Ende elektrisch gereizt, dann durchschnitten und 
der Zuckerverbrauch des direkt gereizten mit dem des anderen A}h- 
schnittes verglichen. Beispiel: Ein Nervenstiick, das in der Ruhe einen 
Zuckerverbrauch von 0,24 mg gezeigt hatte, wurde 30 Sekunden mit 
starken faradischen Strémen gereizt und dann halbiert. Der direkt 
gereizte Abschnitt zeigte in der folgenden 40 Minuten dauernden 
Versuchsperiode einen Zuckerverbrauch von 0,67 mg, der andere einen 
solechen von 0,42 mg pro Gramm und Stunde. Nun wurde in eine: 
weiteren 40 Minuten dauernden Versuchsperiode das erste Nervenstiick 
dauernd faradisch gereizt, das zweite in Ruhe belassen. Der Zucke: 
verbrauch betrug bei dem ersten jetzt 0,43 mg, obwohl es am Schluss 
des Versuchs nur noch einen sehr schwachen Aktionsstrom gab, wahrend 
das andere in Ruhe belassene Stiick, das starke Aktionsstréme zeigte, 
0,25 mg Zucker verbraucht hatte. 


Bei einer zweiten Versuchsanordnung wurde der Nerv in ein Gefi 
gebracht, das an seinem unteren Ende sich in zwei Schenkel teilte. 
So lagen die beiden, nur durch ein kurzes aus der Lésung_heraus- 
ragendes Stiick des Nerven miteinander verbundenen Halften des 
Nerven jede in einer gesonderten Lésung. Die eine Halfte wurde gereizt, 
die andere nicht. Beispiel: In einer 1*/,stiindigen Versuchsperiode 
betrug der Zuckerverbrauch der in dem Schenkel A des GefaBes liegenden 
Halfte eines Rindernerven 0,12 mg pro Gramm und Stunde, die in 
dem Schenkel B enthaltene Lésung zeigte keine Veranderung des 
Zuckergehalts. Jetzt wurde wahrend einer zweiten gleich langen 
Versuchsperiode der im Schenkel A liegende Nerventeil durch in die 
Lésung eintauchende Elektroden bei R. A. 10cm rhythmisch mit 
faradischen Strémen gereizt ; sein Zuckerverbrauch betrug jetzt 0,41 mg, 
war also auf mehr als das Dreifache gestiegen, und auch in B war jetzt 
ein Zuckerverbrauch von 0,12 mg nachweisbar. Nun wurde in eine! 
dritten 3/, Stunde dauernden Versuchsperiode umgekehrt der in B 
liegende Teil mit starkem elektrischen Strom (R.A.0.) gereizt: 
der Zuckerverbrauch stieg in B auf 0,76 mg und betrug in 4 
0,25 mg. 

SchlieBlich wurde noch ein Versuch mit folgender Anordnung 
durchgefiihrt: Bei einem narkotisierten Kaninchen wurde der eine 
Ischiadicus méglichst zentral durchschnitten, freipripariert und in 








zy des 
Tr eln 
r die 
lenen 
urd 
| und 
) Ab- 
einen 
| mit 
irekt 
nden 
»inen 
eine! 
stuck 
cker- 
hu’ 
rend 
igte, 


refaw 
eilte. 
faus- 

des 
elzt, 
riode 
nden 
ie in 

des 
ngen 
1 lie 

mit 

mg, 
jetzt 
»iner 
n B 
eizt ; 
n A 


lung 
eine 


1 in 





Erregungszuckerstoffwechsel des Nervensystems. 185 


ein Schaélchen mit zuckerhaltiger Ringerlésung von Kérpertemperatur 
eingelegt, peripher aber mit dem Bein des Tieres in Verbindung ge- 
lassen. So wurde zunachst der Ruheumsatz in einstiindiger Versuchs- 
periode ermittelt. Dann wurde der peripher von der Lésung, also 
zwischen dem Schalchen und den Beinmuskeln befindliche Nerventeil 
| Stunde lang rhythmisch mit den schwiachsten Einzelinduktions- 
schlagen gereizt, die anfanglich eine Zuckung von Muskeln auslésten 
(R. A. 50cm). Darauf folgte wieder eine einstiindige Ruheperiode und 
schlieBlich noch einmal eine einstiindige Reizperiode, bei der jedoch 
ein erheblich starkerer Strom (R. A. 25cm) verwendet wurde, der die 
ganze Zeit uber starke Zuckungen der Beinmuskulatur bewirkte. 
Der Zuckerumsatz betrug in der ersten Ruheperiode 0,3 mg, in der 
Periode der schwachen Reizung (bei der also vermutlich in der Haupt- 
sache der Erregungsstoffwechsel untersucht wurde) 0,4 mg, in der 
darauffolgenden zweiten Ruheperiode wieder 0,3 mg und in der Periode 
der starken Reizung (bei der vermutlich die Stromschleifen eine direkte 
Reizwirkung auf die untersuchte Nervenstrecke ausiibten) 0,7 mg 
pro Gramm und Stunde. 

Alle diese Versuche weisen darauf hin, daB starke elektrische 
Reizung eine gréBere Steigerung des Zuckerumsatzes herbeifiihren 
kann als die fortgeleitete Erregung. Eine eindeutige Entscheidung 
iiber den Anteil der letzteren ist aber offenbar bei keinem/ der bisher 
besprochenen Verfahren méglich, weil eine Abgrenzung wegen der 
unbekannten Ausbreitung der Stromschleifen nicht zu geben ist. Es 
wurden daher einige Versuche mit mechanischer Reizung angestellt. 

Der ausgeschnittene Ischiadicus einer Katze wurde in das oben 
erwahnte zweischenklige GefaB gebracht und zunachst 1 Stunde in 
Ruhe belassen. Der Zuckerverbrauch betrug in beiden Schenkeln je 
0,13 mg pro Gramm und Stunde. Dann wurde der in Schenkel B 
liegende Nerventeil 1 Stunde lang durch Kneifen, Quetschen und 
Schneiden mechanisch gereizt, wahrend der in A liegende Abschnitt 
in Ruhe belassen, also bloB durch die von Teil B ausgehenden Er- 
regungswellen betroffen wurde. Der Zuckerverbrauch betrug jetzt 
in A 0,56 mg, war mithin auf mehr als das Vierfache angestiegen. In 
Lésung B nahm — offenbar infolge Ubergangs reduzierender Stoffe 
aus dem gequetschten Gewebe — die Reduktionskraft nicht ab, sondern 
zu. Zwei analoge Versuche mit Kaninchennerven ergaben in dem 
nur von den mechanisch ausgelésten Erregungswellen betroffenen 
Nervenabschnitt eine Steigerung des Zuckerumsatzes von 0,68 auf 
1,00 mg und von 0,20 auf 0,30 mg pro Gramm und Stunde. 

Danach kann es keinem Zweifel unte:liegen, daB auch unabhangig 
von dem ProzeB der lokalen Reizung der Erregungsstoffwechsel des 
Nerven mit einer Steigerung des Zuckerverbrauchs in der umgebenden 
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Lésung verbunden ist. Da aber, wie bereits im ersten Teil ausgefiihrt, 
die durch direkte Reizung von Nerven ausgelésten Erregungsvorgiinge 
nicht ohne weiteres als physiologische angesehen werden kénnen, so 
wurden schlieBlich noch eine Reihe von Versuchen mit reflektorischer 
Nervenreizung angestellt. — Zu diesem Zwecke wurde bei Kaninchen 
in Athernarkose das Riickenmark durchschnitten, der N. ischiadicus 
und tibialis einer Seite freipripariert, peripher durchschnitten und — 
mit Vaselin abgedichtet — durch ein Loch in das die Zucker-Ringer- 
lésung enthaltende GlasgefiB eingelegt, das méglichst zentral zwischen 
den Muskeln befestigt wurde. Durch die Lésung, die in diesen Ver- 
suchen nur Zimmertemperatur hatte, wurde wie stets dauernd Sauerstoff 
durchgeleitet und ein KontrollgeféB unter den gleichen Bedingungen 
gehalten. Der N. peroneus wurde intakt gelassen, so daB die Zuckungen 
der von ihm innervierten Muskeln als Index der Wirksamkeit der an- 
gewandten reflektorischen Reizung dienen konnten. In einem ersten 
Versuch wurde nach Aufhebung der Narkose und einstiindiger Ruhe- 
periode der zentrale Stumpf des durchschnittenen N. saphenus des 
gleichen Beines mit einer zur Auslésung von Reflexzuckungen aus- 
reichenden Stromstarke rhythmisch elektrisch gereizt (Kinzelschlige). 
Da die Zuckungen nach Tétung des Tieres aufhérten, kann es sich 
nicht um Stromschleifenwirkungen gehandelt haben. In diesem Versuch 
nahm die Reduktionskraft der Lésung in beiden Versuchsperioden 
gegeniiber der Kontrollésung zu statt ab. Vergleicht man aber die 
Reduktionskraft der Lésung am Ende der Ruhe- und am Ende der 
Reizperiode, so ergibt sich eine Differenz, die einem Erregungsumsatz 
von 0,42 mg pro Gramm und Stunde entsprechen wiirde. — In einem 
zweiten Versuch wurde der untere Abschnitt des durchschnittenen 
Riickenmarks nahe der Durchschneidungsstelle rhythmisch elektrisch 
gereizt und die Stromstirke so gewahlt, daB das Bein mit intakten 
Nerven Zuckungen ausfiihrte. Die peripher durchschnittenen Nerven 
des anderen Beines zeigten in einer einstiindigen Ruheperiode einen 
Zuckerverbrauch von 0,25 mg, in der darauffolgenden Periode zentral 
ausgeléster Erregung einen solchen von 0,66 mg, d.i. eine Steigerung 
um 164°. — In einem dritten Versuch wurde nicht das Riickenmark 
durchschnitten, sondern das Gehirn durch Unterbindung aller vier 
Kopfarterien ausgeschaltet und kiinstliche Atmung unterhalten. Der 
méglichst weit vom iibrigen Ischiadicusstamm abgeléste Peroneus 
wurde peripher gereizt und der Zuckerverbrauch des N. ischiadicus 
+ tibialis des gleichen Beines untersucht. Der im Ruhestoffwechsel 
fast innerhalb der Fehlergrenze liegende Zuckerverbrauch stieg wahrend 
der Reizung auf 0,36 mg pro Gramm und Stunde. 

SchlieBlich wurden zur méglichsten Nachahmung rein physiologi- 
scher Verhaltnisse Versuche mit mechanischer reflektorischer Reizung 
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angestellt. Nach Durchschneidung des Riickenmarks und Aufhebung 
der Narkose wurde in zwei Versuchen (an Kaninchen) zur Erhéhung 
der Reflexerregbarkeit eine kleine Menge Strychnin (0,25 mg) intra- 
dural in den Lumbalteil des Wirbelkanals injiziert; in einem dritten 
Versuch wurde die Riickenmarkdurchschneidung tags zuvor vorge- 
nommen, so daB die Reflexerregbarkeit auch ohne Strychnin eine aus- 
reichende war. Die reflektorische Reizung erfolgte durch Beriihren, 
Beklopfen oder Kneifen der Pfoten. Untersucht wurde wieder der 
Zuckerverbrauch des peripher durchschnittenen Ischiadicus + Tibialis. 
Die Ergebnisse waren die folgenden: 

1. Der Zuckerverbrauch in der ersten einstiindigen Ruheperiode 
betrug 0,22 mg, in der darauffolgenden Periode reflektorischer Erregung 
(),88 mg, also das Vierfache. In der zweiten '/,stiindigen Ruheperiode 
saugte sich ein Teil der Lésung aus dem VersuchsgefaB heraus. Der 
fiir das anfangliche Flissigkeitsvolumen berechnete Zuckerverbrauch 
von 0,47 mg ist daher zu groB und stellt einen Maximalwert dar. In 
der darauffolgenden Erregungsperiude von 50 Minuten Dauer betrug 
der Zuckerverbrauch 0,99 mg pro Gramm und Stunde. — 2. In diesem 
Versuch war die Strychninwirkung zu stark, so daB dauernde Unruhe 
bestand. Trotzdem war auch hier der Zuckergehalt in der zweiten 
Periode, in der die Muskeltatigkeit durch Beklopfen und Kneifen der 
Beine noch gesteigert wurde, bedeutend geringer als in der ersten, 
entsprechend einem Mehrverbrauch von 0,45 mg (der absolute Wert 
war nicht zu ermitteln, da die Versuchslésung der ersten Periode wieder 
eine Steigerung statt einer Abnahme der Reduktionskraft aufwies). 
Zur Beseitigung der spontanen Zuckungen wurde das Tier erneut mit 
Ather narkotisiert. Der Zuckerverbrauch wahrend dieser einstiindigen 
Ruheperiode betrug 0,16 mg pro Gramm und Stunde; nach Aufhebung 
der Narkose und reflektorischer Reizung wihrend 1 Stunde ergab sich 
eine Steigerung auf 0,36 mg, also um 125° .— 3. Der Zucker- 
verbrauch der ersten *%,stiindigen Ruheperiode betrug in diesem 
ohne Strychnin durchgefiihrten Versuch 0,29mg pro Gramm und 
Stunde, in der darauffolgenden gleich langen Periode reflektorisch- 
mechanischer Reizung 0,62 mg (Steigerung um 114%). In der 
zweiten wieder *,stiindigen Ruheperiode war der Zuckerverbrauch 
— vielleicht als Nachwirkung der vorangehenden Erregung — immer 
noch erhéht, 0,40 mg, und die reflektorische Reizung in den darauf- 
folgenden * Stunden bewirkte nur eine Steigerung aut 0,52 mg, 
also um 30%. — Sowohl in dem zweiten wie in dem dritten 
Versuch wurden am Schlu8 der Experimente die Aktionsstréme bei 
mechanisch-reflektorischer Reizung von den Nerven abgeleitet, deren 
Zuckerverbrauch untersucht worden war, um die Erhaltung ihrer 
Funktion sicherzustellen. 
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Zusammenfassung. 

Die physiologische reflektorische Erregung des isolierten Frosch- 
rickenmarks kann eine bedeutende Steigerung des Zuckerverbrauchs 
in der umgebenden Lésung bewirken. 

Wie das Nervensystem des Kaltbliiters, bewirkt auch der Sauge- 
tiernerv ein Verschwinden von Zucker aus der umgebenden Lésung. 
Die GréBe dieses Zuckerverbrauchs betrug bei 37° im Durchschnitt 
etwa 0,37 mg pro Gramm und Stunde. Jede Art direkter oder in- 
direkter Reizung der untersuchten Nerventeile, auch die durch mecha- 
nisch reflektorische Reizung ausgeléste physiologische Erregung de 
Nerven bewirkt eine bedeutende, mitunter mehrere hundert Prozent 
betragende Steigerung des Ruheumsatzes. 
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Stoffwechsel sympathischer Nerven und Ganglien'. 


Von 
Harry Rosenbaum. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitét Breslau.) 


(Eingegangen am 17. Februar 1932.) 


Fast alle an Nerven vorgenommenen Stoffwechseluntersuchungen 
erstrecken sich auf solche von Kaltbliitern. Uber markhaltige Nerven 
von Warmbliitern existieren aus alterer Zeit nur einige wenige methodisch 
unzuverlissige Angaben [vgl. Winterstein (1)]. Erst in neuester Zeit 
hat Sherif (2) mit einem Barcroft-Apparat den Gaswechsel markhaltiger 
Kaninchennerven, gelegentlich auch Rattennerven, bestimmt. Auf 
diese Untersuchungen wird spater noch eingegangen werden. Der 
Stoffwechsel markloser Nerven von Wirbellosen wurde mehrfach 
untersucht. Uber den Stoffwechsel des sympathischen Nervensystems 
der Wirbeltiere liegen bisher keinerlei Angaben vor. Die nachfolgenden 
Untersuchungen sind an Milznerven von Rind und Kalb, sowie am 
Halssympathicus und Hals- bzw. Grenzstrangganglien vom Hund 
angestellt worden. 

Methodik. 

Zu den Gaswechselversuchen wurde der von Winterstein (3) angegebene 
Mikrorespirationsapparat verwandt. 

Die zu den Versuchen benutzten Nerven und Ganglien wurden gleich 
nach Tétung der Tiere auf dem Schlachthof entnommen, in Blut aufbewahrt, 
im Institut praépariert, so daB der Beginn der Versuche durchschnittlich 
l'/, bis 2 Stunden nach Tétung der Tiere anzusetzen ist. Ein Teil der 
Hunde wurde im Institut selbst getétet. 

Zum Nachweis des Funktionsvermégens der verwandten Nerven und 
Ganglien wurde stets bis auf wenige Ausnahmen der Versuch gemacht, 
Aktionsstréme als Ausdruck der funktionellen Intaktheit des Gewebes 
abzuleiten, wozu sich folgende Methodik als die geeignetste herausstellte. 
Zur Reizung wie zur Ableitung wurden Silberelektroden benutzt, die nach 
den Angaben Lapiques (4) durch 2 Minuten langes Chlorieren in 0,7 °,iger 


1 Preisarbeit der Medizinischen Fakultat. 
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Kochsalzlésung unpolarisierbar gemacht worden waren. Die Reizung 
erfolgte durch Kondensatorentladung. Um einen Effekt zu erzielen, muBte1 
Spannungen von mindestens 20 Volt, mitunter aber auch bis zu 50 Volt 
angewandt werden. 


Aktionsstrom und Stoffwechsel. 


Da auch, abgesehen von methodischen Mangeln in der ersten Zeit, 
die Ableitung von Aktionsstrémen nicht immer gliickte, so muB an dieser 
Stelle zuerst besprochen werden, ob die Versuche, in denen nur ein De- 
markationsstrom, nicht aber ein Aktionsstrom sicher nachweisbar war, 
zur Verwertung der Stoffwechselversuche herangezogen und anderen mit 
nachgewiesenem Aktionsstrom gleichwertig zur Seite gestellt werden 
durften. Koch (5) hat zu der Frage Stellung genommen, ob der Demarka- 
tionsstrom ein geniigendes ( harakteristikum des Lebens sei, und ist zu dem 
Resultat gekommen, diese Frage zu bejahen, da abgetétetes Gewebe nur 
als indifferente Ableitungselektrode in Frage kame und nicht mehr Sitz 
elektrischer Potentialdifferenzen sei. Eine andere Frage ist die, ob der 
Stoffwechsel des nur Demarkationsstrom aufweisenden Nerven gegeniiber 
dem die Erregung leitenden veréndert ist. Bei einem kleinen Teil der 
Versuche war zu Beginn ein Aktionsstrom nicht nachweisbar, wohl aber 
bei Beendigung des Versuchs. Diese Fille erledigen sich von selbst. In 
den Fallen, wo auch am Schlu8 der Gaswechseluntersuchungen ein Aktions 
strom sich nicht einstellte, ist die Aufwerfung der oben gestellten Frage 
berechtigt. Bei der groBen Variationsbreite des Nervenstoffwechsels ist 
es nicht méglich, darauf bestimmt zu antworten. Jedenfalls muB gesagt 
werden, daB weder die absolute GréBe des Gaswechsels, noch die wihrend 
der Zeit der Untersuchung eintretenden Anderungen derselben mit der 
Fahigkeit der Erregungsleitung in Zusammenhang gebracht werden kénnen, 
da ein eindeutiger Unterschied zwischen solchen Nerven, die bereits zu 
Beginn des Versuchs Aktionsstrom aufwiesen, und solchen, bei denen ein 
Aktionsstrom auch zu Versuchsende nicht nachweisbar war, sich nicht 
feststellen lie, womit nicht behauptet werden soll, daB der Nervengas- 
wechsel durch Vorhanden- oder Nichtvorhandensein der Erregungsleitung 
iiberhaupt nicht beeinfluBt wird. 


- 1. Gaswechsel des Milznerven im Blut. 


Es wurde zuerst der Stoffwechsel in Blut als Konservierungs- 
fliissigkeit untersucht. Dabei zeigte sich, da die Variationsbreite des 
Stoffwechsels sehr erheblich ist. Natirlich k6nnen dabei — und dies 
gilt fiir alle anderen Versuche auch — Schadigungen der Nerven durch 
die Préparation hervorgerufen worden sein. Da fiir deren Beteiligung 
weder ein subjektives noch ein objektives MaB vorhanden ist, kann 
diese Méglichkeit nicht ausgeschlossen werden. Wie aus den Versuchs- 
protokollen hervorgeht, wurden Unterschiede von etwa 220 und 215°, 
fiir den Milznerven des Rindes und Kalbes im Kaltversuch, d.h. bei 
Wasserbadtemperaturen von 14 bis 20°C festgestellt. _Bemerkens- 
werterweise erniedrigt sich die Variationsbreite fiir den Rindermilz- 


"x0 


nerven bei Untersuchungstemperaturen von etwa 37° C auf etwa 75°. 
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in diesem Zusammenhang sei erwahnt, daB der Unterschied zwischen 
Minimum und Maximum sich bei Verwendung von Ringer- bzw. Tyrode- 
losung als Untersuchungsfliissigkeit auf etwa 300°, in den Kalt- 
versuchen, auf etwa 145°, bei Kérpertemperatur steigerte. Ahnliche 
Differenzen wurden auch am peripheren Nerven des Frosches beob- 
achtet, bei denen allerdings auBer Einfliissen der Rasse auch solche 
der Jahreszeit sicher eine Rolle spielten, die beim Warmbliiternerven 
kaum in Betracht kommen diirften. 


Bevor auf die Deutung der Ergebnisse eingegangen wird, seien 
die nach Eintritt von Konstanz des Gaswechsels erhaltenen Resultate 
tabellarisch aufgefiihrt. Die Versuche sind in den Tabellen nach der 
GréBe des Gaswechsels geordnet ; die fiir 1 g und 1 Stunde berechneten 
Werte sind auf 0° und 760 mm Hg reduziert. 


Gaswechsel des Rindermilznerven in Blut. 





; y Absoluter 

Versuchs- Gewicht Aktions- Gaswechsel 
nummer in mg strom in emm 
fiir 1 Std. 


Gaswechsel ’ 
in cmm firlg Temperatur 
und 1 Std. 


81 2,6 29,0 
208 6 37,9 
117 . Df 42,4 
109 . ) 49.8 

53,4 
53, 


83,9 
84,4 
85.5 
88,0 
92.6 
369.0 
26,5 
532,2 
608.6 


669.0 
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Gaswechsel des Kalbsmilznerven in Blut. 





Versuchs- Gewicht Aktions- ied Gaswechsel 7 
nummer in mg "strom c. —_ in me Ay By g lemperatur 

8 165 6,8 36,8 18,5° 
33 139 7,2 46,6 16,0 
11 81 4,8 53,0 19,0 
14 194 11,8 54,4 17,5 
17 90 5.4 54,6 16,0 
42 210 + 12,9 55,1 16,8 
31 75 + 4,9 59,2 16,8 
23 108 -: 7,6 63,8 16,0 
19 87 } 6.3 65,6 17,5 
46 137 : 10,2 67,7 16,4 
18 79 : 6,3 72,3 16,0 
12 191 15,6 73,3 18,0 
43 113 : 11,2 88,5 19,0 
13 105 + 10,4 89,5 17,5 
7 142 : 15,0 94,4 19,0 
{29b 116 13,3 103,6 17,4 
| 29a 116 } 13.6 106.1 17,2 
22 103 { 12,4 109,2 17,0 
21 68 : 8,3 110.6 17,5 
(30a 120 15.1 113.6 17,4 
\30b 120 | 15.6 117.5 17,2 
38 169 - 23,0 123,7 16,2 
48 174 ! 24,3 126.1 16.5 


Wie schon oben erwahnt, diirften jahreszeitliche Schwankungen 
kaum eine Rolle spielen, wogegen analog den Ergebnissen beim Poi- 
kilothermen Rasseeinfliisse angenommen werden miissen. Als ein 
sicherer, den Stoffwechsel beeinflussender Faktor kommt das Alter 
hinzu. Wie groB der Unterschied im Stoffwechsel des marklosen Nerven 
beim jungen Tier gegeniiber dem alten ist, geht aus einem Vergleich 
der bei den Untersuchungen an: Kalbs- und Rindsmilznerven erzielten 
Ergebnisse hervor. Nicht nur Minimal- und Maximalwert in den oxy- 
dativen Prozessen des Kalbsmilznerven liegen hiher als die entsprechenden 
am ausgewachsenen Tiere, auch die beobachteten Zwischenwerte sind beim 
Jungtier erhéht. Da in Blut beim Kaltversuch ohne Beriicksichtigung 
der Temperatur der Minimalgaswechsel 


beim Rind .. . 29,0emm pro 1g und 1 Stunde 
ee si ee lO OSE ee 


der Maximalgaswechsel 


beim Rind .. . 92,6cemm pro 1g und | Stunde 
~< ee «ls »- RBA « of oe = 


betrug, so ergibt sich fiir die Jungtiernerven eine erhéhte Sauerstoff- 
zehrung von etwa 27 bis 36°). 
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Die ohne Beriicksichtigung der Temperatur aus den Kaltversuchen 
errechneten Mittelwerte betragen 
beim Rind . . . 65,3cem pro 1g und 1 Stunde 
ee” «<iq ae we - <u 3 *» 
was einer Differenz von etwa 27%, zugunsten des Jungtieres gleich- 
kommt und mit dem aus Maximal- und Minimalwert berechneten 
Prozentsatz annahernd tibereinstimmt. 

Ein weiterer die GréBe des Stoffwechsels beeinflussender Faktor 
ist die Temperatur. DaB Temperatureinfliisse allein in den Kalt- 
versuchen nicht zur Erklarung dieser Unterschiede herangezogen 
werden dirfen, zeigt der Vergleich der bei gleicher Temperatur unter- 
suchten Nerven. 


Gaswechsel des Kalbsmilznerven in Blut bei Temperaturen zwischen 17 
und 17,5°. 





Versuchs- Gaswechsel in cmm 
nummer pro 1g und 1 Std. auf 0° Temperatur 
und 760mm Hg reduziert 


14 54,4 17,5° 
19 65,6 17,5 
13 89,5 17,5 
29b 103,6 17,4 
21 110,6 17,5 


Gaswechsel des Rindsmilznerven in Blut bei Temperaturen zwischen 17 
und 18°. 





Versuchs- Gaswechsel in cmm 
nummer pro 1g und 1 Std. auf 0° Temperatur 
und 760mm Hg reduziert 


84b 53,4 17,7° 
81b 54,1 17,0 
54 68,7 17,0 
45 80,6 17,8 
87 83.9 17,0 


Wahrend in den Warmeversuchen bei Verwendung von Blut 
als Versuchsfliissigkeit Altersunterschiede und Rasseverschiedenheiten 
zur Erklaérung der geringen Variationsbreite ausreichen, miissen in 
den Kalteversuchen noch andere Faktoren mitsprechen. Offenbar 
zeigen die Nerven unter dem EinfluB der niedrigen Untersuchungs- 
temperatur eine gréBere Labilitét ihres Verhaltens. Fir eine Ver- 
inderlichkeit desselben durch unphysiologische MaBnahmen spricht 
die bereits erwahnte Steigerung der Variationsbreite des Rindermilz- 
nerven auf etwa 300° im Kalteversuch und 145°, im Warmeversuch 
bei Benutzung von Ringer- bzw. Tyrodelésung, wie die folgenden 
Tabellen zeigen. 


Biochemische Zeitschrift Band 247. 13 
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2. Gaswechsel des Milznerven in Ringer- bzw. Tyrodelésung. 


Gaswechsel des Rindermilznerven in Ringer- bzw. Tyrodelésung. 








Absoluter 


Versuchs- Gewicht Aktions- Gaswechsel 
nummer in mg strom In ¢mm 
fiir 1 Std. 
62 574 17,3 
4 185 n. f. 6,7 
68 510 i. 18.1 
55 387 + 15,4 
73 529 22,1 
50 109 { 46 
65 303 n 14.3 
72 438 i 20.7 
71 346 + 16,6 
66 285 + 13,9 
1 39 n. f. 1,9 
70 296 | 16,0 
57 324 a Uy Be 
60 176 + 9.4 
67 496 } 27,6 
119 455 - 28,7 
58 261 ao 16,6 
52 222 : 14,8 
41 80 + 5,3 
45 298 af 21,0 
40 155 <4. 10,9 
53 263 4 18.5 
36 342 -- 25,2 
75 313 4 23,3 
74 308 23,5 
51 235 + 18.2 
105 425 . 35,7 
129 568 +. 48,3 
47 257 - 21,5 
122 378 32,1 
63 381 32,0 
44 162 13,9 
64 362 ++ 31,4 
80 476 + 41,1 
69 339 + 29.1 
77 235 + 21,5 
59 308 a} 29.0 
125 287 + 27,2 
86 185 1 ie le 
118 253 + 24.1 
127 729 4 72,1 
124 334 + 35,3 
76 257 + 28.6 
5 82 + 9.9 
120 185 + 76.8 
95 253 4 105,3 
94 148 4 63,1 
97 288 + 138.7 
! 


Anmerkung. n.f. = nicht festgestellt. 
* = Tyrodelésung. 


Gaswechsel 
in emm fiir lg 
und 1 Std. 


26,9 
32,7 
32,9 
35,4 
35,9 
38,2 
41,4 
41,5 
42.5 
44,1 
44,7 
48,3 
48,4 
48,7 
50,8 


79,8 
82,1 
83,5 
84.0 
86,0 
86.0 
87,6 
93,7 
100.1 
108.5 
361,2 
366,0 
367,3 
409.7 


Temperatu 


15,09 
17,0! 
15,3 
14,0 
17.5 


! = Ringer 10° hypotonisch 
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Gaswechsel des Rindermilznerven in Ringer- bzw. Tyrodelésung. 
(Fortsetzung.) 





Absoluter ' 
Gaswechsel 


Versuchs- Gewicht y ons- Gaswechsel an ; 

—— in mo ee is cm in mw Py g Temperatur 
93 188 4 97,8 $50,3 37,0°* 
117 197 4 105,2 457,0 37,0 
128 170 - 97,5 491,3 37,0 
123 163 } 96,8 613.0 37,0 
92 139 4 84.6 521,8 37,0* 
121 211 135,0 551,3 37,0 
96 211 , 138.0 563.5 37,0* 
99 291 + 197.7 584.0 37.0 
101 182 t 123.7 591,1 37.0 
98 164 | 117,7 623,7 37,0 
126 117 { 88,0 649,9 37,0 
104 185 | 153,6 720,6 37.0 
106 205 | 183,2 764,0 37,0 
100 172 173,1 872,2 37,0 

Anmerkung. * T yrodelésung. 


Der bei Verwendung von Ringer- bzw. Tyrodelésung festgestellte 
Gaswechsel des Rindermilznerven betrigt ohne Beriicksichtigung der 
Temperatur in den Kaltversuchen 


im Minimum .. 26,9cemm pro 1 g und | Stunde 


9 


» Maximum .. 108,5 ,, > Se ww 
Dies entspricht einer Variation um etwa 300°,. 
Bei 37° betragt 
das Minimum . . 361,2cmm pro 1g und | Stunde 


» Maximum. . 872,2 ,, a Eas 


” 


was einer Variatiousbreite von et wa 140°, des Minimalwertes entspricht. 
Der aus 44 Kaltversuchen ohne Bericksichtigung der Temperatur 
berechnete Durchschnittsgaswechsel pro 1g und 1 Stunde betrigt 
63,7 cmm. 


Der auf die einzelnen Temperaturintervalle bezogene Durchschnitts- 
gaswechsel betragt pro 1 g und 1 Stunde bei 


14 bis15® ... . 39,4cemm 17,1 bis 18° . . . . 66,2 cmm 
oe. OP oe + TE ow 3 ee ee 
en Ce" tks o ORS eS aS a le 


Der aus 18 Versuchen berechnete Durchschnittsgaswechsel bei 37° 
ergibt sich zu 547,6cmm pro 1 g und | Stunde. 


13* 
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3. Vergleich des Gaswechsels des markhaltigen und marklosen Rindernerven, 


H. Rosenbaum: 


Gaswechsel des markhaltigen Rindernerven (Intercostalnerv) in Blut. 





Absoluter . : 
Versuchs- Gewicht Aktions- Gasw echsel ™ tg age g Temperatur 
nummer in mg strom ear 1 Sed, und 1 Std. 
27 192 _ 4,0 18,9 16,0° 
28 251 - 5,4 19,7 16,0 
24 124 + 3,2 23,3 16,0 
26 i 294 ae 9,4 29,1 16,0 
82b 189 6,3 30,1 17,5 
88b 142 + 5,4 34,2 17,8 
32 115 4,8 37,9 16,8 
83b 268 + 12,6 42.0 18,4 
89b 263 + 13,0 44,6 17,8 
90b 242 + 13,7 50,5 18,8 
90a 242 + 42,4 154,5 37,0 
89a 263 + 56,7 187,2 37,0 
82a 189 45,1 207,6 37,0 
91 184 + 48,6 228,0 37,0 
83a 268 + 71,0 228,2 37,0 
88a 142 + 39,4 239,6 37.0 
Bei einem Vergleich des markhaltigen Rindernerven — Inter- 


costalnerv — mit dem marklosen Milznerven vom Rind fallt der gréBere 
Sauerstoffverbrauch des marklosen Nerven auf. 
genauen Einblick in die Unterschiede zu erhalten, wurden direkt ver- 
gleichende Untersuchungen so angestellt, daB markhaltiger und mark- 
loser Nerv von einem Tier stammten. Die Ergebnisse sind aus folgender 
Tabelle ersichtlich. 


Direkt vergleichende Untersuchungen am marklosen und markhaltigen 


Rindernerven in Blut. 


Um einen méglichst 


a) marklos, b) markhaltig. 
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Nach dieser Tabelle kann der Mehrverbrauch des marklosen 
Nerven bei dem gleichen Tier im Kalteversuch 24 bis 145°, im Warme- 
versuch 78 bis 133% betragen. Bei einem Vergleich aller Gaswechsel- 
werte der beiden Nervenarten ergeben sich die Daten der folgenden 
Tabelle. 





Rindermilz- Intercostal- | Mehrverbrauch 
nervy nervy des 
Milznerven 
emm emm %p 
Minimalgaswechsel . . . ..... 29,0 18,9 etwa 53 
Maximalgaswechsel. . .. .... 669,0 239.6 » J 
Gesamtdurchschnittsgaswechsel . . 65,3 33,0 » 100 
Durchschnittsgaswechsel fiir 
iL. 2 eee oe 57,2 25,8 120 
r 7 {0 | 20 
(oigi” 122222222 ip 9 | gees |. ® 
Se o-oo, ees say la 541,8 207,5 » 160 


Wie bereits eingangs erwahnt, hat Sherif (2) in neuester Zeit den 
Gaswechsel markhaltiger Nerven, nimlich Ischiadici von Kaninchen 
und Ratten bei Kérpertemperatur untersucht. Als Versuchsfliissigkeit 
benutzte er Ringerlésung. Die auf Grund von elf graphisch dargestellten 
Versuchsergebnissen — im ganzen wurden 22 Versuche angestellt — 
auf etwa 75°, berechnete Variationsbreite stimmt mit der /von uns 
gefundenen von etwa 60° annahernd iiberein. Dagegen ist der Verlauf 
seiner Versuche von den unseren verschieden, was wohl auf das von 
uns als Untersuchungsfliissigkeit benutzte Blut zuriickzufiihren ist. 
Nach Sherif betrug der durchschnittliche Gaswechsel in der ersten 
Stunde etwa 280 cmm, in der zweiten 235cmm pro Gramm. Aus den 
elf mitgeteilten Versuchen ergibt sich in vier Fallen eine Konstanz 
des Gaswechsels auch in der zweiten und in zwei davon auch in der 
dritten Stunde. Unsere Versuche in Blut zeigten durchweg eine Kon- 
stanz, d.h. nur in der Fehlergrenze liegende Unterschiede bis zu 10%. 


Gaswechsel des markhaltigen Rindernerven in Blut bei 37°. 





| | 
Versuchs- | Erste Stunde 


| Zweite Stunde Dritte Stunde Vierte Stunde 
nummer 

emm emm emm emm 
s2 | 9339 239.0 216.7 
83 250.8 | 227.2 259.3 262,7 
88 266.0 251,3 275.8 
89 215.5 212.0 207,1 
90 173,8 167,2 
91 254.3 262,4 


Anmerkung. Da die Sherifschen Werte nicht reduziert sind, sind auch 
unsere Werte hier unreduziert wiedergegeben, stimmen daher mit den 
Werten der Tabelle nicht iiberein. 
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Gaswechsel des marklosen Rindernerven in Blut bei 37°. Das festgestellt, 
O,-Volumen ist auf 0° und 760mm Hg reduziert. 





Vv F Erste Zweite Dritte Vierte Fiinfte Sechste 
ersuchs- Stunde Stunde Stunde Stunde Stunde Stunde 
nummer 
emm emm emm emm emm emm 

79 526,5 503,6 547.5 512.8 526.5 534.6 

Sla 369,0 382,3 

S4a 532.2 495.2 

85 608.6 555,1 


4. Gaswechsel des marklosen Nerven in verschiedenen Versuchslésungen. 


a) Der Einflu8 von Blut und Blutbestandteilen. 


Um den EinfluB der Versuchslésung genau festzustellen, wurden 
die folgenden Untersuchungen in der Weise angestellt, daB die zur 
Untersuchung gelangenden Milznerven zuerst in Blut und dann in 
Ringerlésung oder auch in umgekehrter Reihenfolge untersucht 
wurden. 


Bis auf zwei Versuche, Nr. 47 und 51, die eine Erhéhung der Sauer- 
stoffzehrung zeigten, ergab sich in Ringerlésung durchweg eine Herab- 
setzung des Gaswechsels um 13 bis 35°,. Differenzen bis zu 10°, 
wurden nicht beriicksichtigt, da sie der Fehlergrenze der Methodik 
zu nahe liegen. 


Gaswechsel des Kalbsmilznerven in Blut und Ringerlésung. 





Gi. 
Gas- Verbrauch 
= Inter- Absoluter echsel 
= Gewicht Aktions- ie. Gaswechsel Differenz i. ak Temp 
Ss In ng strom fliissigkeit In emm in ¢mm fiir lg des 0.- in ( 
“i fiir 1 Std. und 1Std. Verbrauchs 
Nr in Blut 
| 
38 86169 4 Blut 23,0 * 123,7 | me ; 
i‘ 1,7 _ jetwa 92,5) 16,2 
Ringer 21,3 114.5 
42 210 a Blut 12.9 55,1 Ss ' 
; 1,9 a i ,, 87,0 16,8 
Ringer 11,0 | 47,9 
43 113 - Ringer 9.0 71,2 : 
2,2 . 80.0} 19,0 
Blut 11,2 89,5 
48 174 a Blut 24,3 126.1 _ ; 
3,1 » 87,0) 16,8 


Ringer 21,2 109,8 
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ellt. Gaswechsel des Rindermilznerven in Blut und Ringerlésung. 
—— Oo- 
s " Absoluter Gas- Verbrauch 
de > Gewicht Aktions- Unter- Gaswechsel| Differenz Wechsel in Ringer Temp. 
< in mg strom | Suchungs- in emm in emm in cmm me in °C | 
= N fliissigkeit fiir 1 Std. fir lg des Oo- 
und 1Std. Verbrauchs 
Nr in Blut 
6 
36 342 -- Blut 32,2 - 84,4 9 - 
. mee 0 tw. 8 
Ringer 25.2 ‘, 66.0 etwa 78,0 17,% 
10) 155 - Blut 15,0 88,0 ie “ 
7 <a , 72,0} 15,0 
inger ,e 63,0 
Ring ony 4,1 ~ 72,0 15, 
3) 80 - Ringer 5,3 : 60,3 - 
Blet a's 2.9 92°6 65,0 18,0 
nm. 
44. 162 - Blut 15,6 ‘. 88,5 " ‘ 
Ringer 13,9 1. 76,9 67,0| 19,0 
a 45 || 298 - Blut 27,0 80,6 —— 7 
den Ringer 21,0 6,0 62,9 » 44,5) 14,8 
me 47 257 Blut 18,8 35,6 
: 2O4 + u A ~~ 69,9 i 
1 1D ‘ Ringer 21,5 2,4 74,7 114,0, 14,8 
g 21,f : | 
icht 50 «109 + Blut 6,0 14 49,8 0| 158 
Ringer 4,6 : 38,2 i se 
1er- 51 || 235 a Blut 16,6 16 65,0 114.5! 16.2 
Ringer 18,2 : 74,5 ™ ag 
rab- | 
0%, | 
dik Zur Ergriindung der Ursache der Gaswechseldifferenz in den 


beiden Untersuchungsmedien muBte festgestellt werden, ob die Herab- 
setzung in Ringerlésung nur auf dem Fehlen der roten Blutkérperchen 
beruht, oder ob vielleicht auch das Fehlen von Nahrstoffen eine Rolle 
spielt. Daher wurden vergleichende Untersuchungen in Serum und 
Ringer einerseits, und Blut und Ringer + Blutkérperchen andererseits 
mp angestellt. Die vergieichenden Untersuchungen zeigten nun eine Uber- 
it einstimmung des Gaswechsels in beiden Medien. 





Gaswechsel des Rindermilznerven in Ringerlésung und Serum. 
2 Ver Absoluter Gas- 
such Gewicht Aktions- Untersuchungs- Gas- wechsel — Temperatur | 
in mg strom fliissigkeit wechsel In emm in °¢ | 
in emm fiir lg | 
5,8 Nr. fiir 1 Std. und 1 Std 
52 222 + Serum 14,8 60,2 18,0 | 
0) Ringer 14.8 60,2 | 
, ' 
53 263 - Ringer 18.5 63,8 17,0 
Serum 18.9 65 2 
D8 55 387 + Ringer | 15,4 35,4 14,5 
Serum 14,5 33,2 
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Gaswechsel des Rindermilznerven in Blut und Ringerlésung + Blut- 





k6rperchen. 
—e Absoluter | Gas- 
such Gewicht | Aktions- Untersuchungs- Gas- wechsel — Temperatur 
inmg | strom fliissigkeit wechsel in cmm in °C 
} in emm fiir lg 
Nr. | | fiir 1 Std. | und 1 Std. 
54 132 aad Blut 10,1 68,7 17,0 
Ringer + Blk. 9,6 65,4 
56 208 ot Blut 8,6 37,9 14,2 
Ringer + Blk. 8,7 38,3 


Zur Untersuchung in Blutkérperchensuspension wurde das ab- 
zentrifugierte Serum durch eine gleiche Menge von Ringerlésung 
ersetzt, nachdem die Blutkérperchen mehrfach gewaschen worden 
waren. 


Die Reihenfolge der zur Untersuchung verwandten Lésungen war 
fiir das Versuchsergebnis gleichgiiltig, was sich ja auch schon in den 
vorher erwahnten Umtauschversuchen in Blut und Ringer zeigte. Aus 
diesen Befunden wiirde hervorgehen, daB ein Fehlen von Ndhrstoffen 
fiir den Stoffwechsel bei Zimmertemperatur keine Bedeutung hat, und 
dap die Unterschiede zwischen Blut und Ringerlisung bedingt sind 
durch die Anwesenheit der Blutkérperchen, vielleicht des in ihnen 
vorhandenen Sauerstoffvorrats und der so erzielten besseren Sauer- 
stoffversorgung. 


b) Gaswechsel und Atmungsstoff. 


Erst spater wurde uns eine Arbeit von Polée (6) bekannt, nach der 
bein zentralen Nervensystem von Kaltbliitern eine Stoffwechsel- 
herabsetzung durch bloBes Wechseln der anorganischen Versuchs- 
lésung hervorgerufen wird. Dieser Autor erklirt das damit, daB ein 
fir die Atmung wichtiger organischer Stoff durch den Wechsel der 
Lésung entfernt werde. Bei der Uberpriifung eines Teiles seiner Ver- 
suche hat sich die Richtigkeit seiner Ergebnisse auch fiir den marklosen 
Saugetiernerven erweisen lassen, so da als ein eventueller den Gas- 
wechsel verandernder Faktor der Wechsel der Untersuchungsfliissigkeit 
eine besondere Beriicksichtigung erfordert. Die hieriiber angestellten 
Versuche seien zunachst ausfiihrlich wiedergegeben. 


Versuchsnummer 96. 


16. Marz 1931. Milznerv, Rind, Demarkationsstrom vor Beginn 
des Versuchs, Aktionsstrom nach Beendigung des Versuchs. Gewicht 
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2l1l mg. Untersuchungsfliissigkeit Tyrodelésung 1, px 37° = 7,40. Tem- 
peratur 37°. 


10 Uhr 15 Min.: _ in 
mw » BB w« as s+ « © + ee 


1. R. . 
.. &@. tmeee...... — 
o 36,1 
a: a a ees, & oe 138.0 cmm 
a= ee a | ee & cw ct os 34.3 ‘ 
an. & 1.R. 0,0... . . . 60,1 9,'2 
yw ,. @ Ce Oe. 6 ws ws SSO 


Gaswechsel pro 1g und | Stunde auf 0° und 760mm Hg reduziert 
563,6cemm. Tyrodelésung I, abpipettiert und aufbewahrt, ersetzt durch 
Tyrodelésung II, pu 37° = 7,40. 


is Ver 46m: 1B. OM... . « BR evo 

2B. O . LBOO...... 68 we 

13, 16 ,, 1.R. 0,0... . . . 37,9 J9'9 

~~ wee a GSR... ss ~ TOM ; 

oS 0 ns 5S Sa —_ 

Sa. a Rees... oa a 
- » SS | See... « ee 9.7 

a PO es HRS so, cs SES si 


Gaswechsel pro 1g und 1 Stunde auf 0° und 760mm Hg reduziert 
318,lemm. Das bedeutet gegeniiber dem ersten Wert eine Herabsetzung 
um 43,5°%. Tyrodelésung 11, abpipettiert und durch die fufbewahrte 
Tyrodelésung I ersetzt. 


14 Uhr 40 Min.: ass a 


sos 7. BR OO<. . wes 25 5 
1S ,, 25 1.R. 0,0. . . 69,8 o8 5 
se 2 = tea... 42 wow 
¥ 39.6 fiir 20 Min. 
s. @. tRee... is 7™ oe 
«6 CB w~ OO... . BP « 
a ce oe <a Le: Oe. . «. a eee = *” 119,0 emm 
oa = Loe. . . ee 20.1 ' 10 
m.. 2-. tae... er” * 


Gaswechsel pro 1 g und 1 Stunde auf 0° und 760mm Hg reduziert 
485.9cmm. Das bedeutet gegeniiber dem ersten in Tyrode I erzielten Wert 
nur eine Herabsetzung von 13,7°,, gegeniiber der vorhergehenden Lésung 
eine Steigerung um etwa 53°. Jetzt wurde Tyrodelésung I ausgekocht, 
und der Nerv in dieser Lésung untersucht. 


17 Uhr 05 Min. : _ _ 


ee a SIO... ORR ee 
a | en 7 Oe. . ..<«., « Fe 22.0 
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Gaswechsel pro 1g und | Stunde auf 0° und 760mm Hg reduziert 
316,4cmm. Das bedeutet gegeniiber dem ersten in Tyrode I erzielten Wert 
eine Herabsetzung von etwa 43,5°,, gegeniiber dem vorhergehenden um 
etwa 24,5". Es wurden 4 Tropfen Blut zu der ausgekochten Tyrodelésung | 
hinzugesetzt. 


19 Uhr 35 Min.: _ - 

20 ,, 05 a > can’ 

20 ,, 20 cee. ...... ae 

os. @ , EO. .....:m™ 127.06 

s , 2 eee. ete 
SO op WE. os. See I. ne ks os BES a 

21 ,, 07 LR. O0.......3%0 oo. 

21 ,, 22 Ott ee EO 


Gaswechsel pro 1g und 1 Stunde auf 0° und 760mm Hg reduziert 
518,6cmm. Das bedeutet gegentiber dem ersten in Tyrode I erzielten Wert 
eine Herabsetzung von etwa 12°,,, gegeniiber der vorhergehenden Lésung 
eine Steigerung um etwa 64°). 


Versuchsnummer 97. 
17. Marz 1931. Milznerv, Rind, Aktionsstrom vor Beginn des Versuchs 
und nach Beendigung des Versuchs. Gewicht 288mg. Untersuchungs- 
fliissigkeit: Ringer I. 


11 Uhr 35 Min.: 


12 ,, 05 <a | ee es 

12 ,. 20 LROO@..... se eal 15 Min. 

so .« 2 LR. 68..... 3192 er ” ‘ 

. <a Rm Oe... .. « a ,138,7emm 
wm ». & « a ae. « > « « Se : 
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12 ., 53 & Sees 36.5 15 " 

13 ., 08 LG. kao Ve er oO 


Gaswechsel pro 1g und | Stunde auf 0° und 760mm Hg reduziert 
409,.7cmm. Ringerlésung I abpipettiert und aufbewahrt, wurde ersetzt 
durch Ringerlésung TT. 


13 Uhr 40 Min.: . _ 


14 ,, 10 aaa ; 

14 ,, 25 A en x 

14 ,, 40 ky  —i-err ae rope 

14 ,, 55 a My | ere” es, 
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Gaswechsel pro 1 g und | Stunde auf 0° und 760mm Hg reduziert 
260,5emm. Das bedeutet gegeniiber dem in Ringerlésung I erzielten Wert 
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eine Herabsetzung von 36,5°,. Es wurde wieder die aufbewahrte Ringer- 
lésung I verwendet. 


16 Uhr 05 Min.: - na 


Ss ew BEBO 2s wows 26.5 

6. B® i GOs ow wc ES 39.7 

wm. 6 .¢ BE ORe« os. SO 

Re ge A we ee oa sc oe oe. 4 
ee ss ss 
17, 8 , 1.R.00....... 312 gee 

7; #2 Lae. cos oe Cee 


Gaswechsel pro 1g und 1 Stunde auf 0° und 760mm Hg reduziert 
334,lcmm. Das bedeutet gegeniiber dem ersten in Ringer I erzielten Wert 
eine Gaswechselherabsetzung von nur 12”, gegeniiber dem vorhergehenden 
eine Steigerung um etwa 28°... Jetzt wurde Ringer I ausgekocht und als 
Versuchslésung verwendet. 


18 Uhr 15 Min.: = = 


18 ,, 45 OO ree 27.9 

;m , 2. Baeeee.... «5 20 ee 26.0 

eo . Ee ss & owe ee 28.0 

a a ee te Sa sc < ws se a r 

- = ae a ee. 6 + oe ee 0 

19, 4, 1B.00....... 780 soo| 

a 6. eee cx. « 19.0 87,0 cmm 
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260, 3 i) 2 eee , 


Gaswechsel pro 1g und | Stunde auf 0° und 760mm Hg reduziert 
257,0cemm. Das bedeutet gegeniiber dem ersten in Ringerlésung I erzielten 
Wert eine Herabsetzung von 36°,, gegeniiber dem vorhergehenden um 
etwa 23°. ‘ 


Aus diesen Versuchen geht hervor, dab die oxydativen Vorgange 
durch Wechseln der gleichartigen anorganischen Lésung ganz betrachtlich 
herabgesetzt werden, und daB sie beinahe bis zum friiheren Werte wieder 
ansteigen, wenn man die urspriingliche erste Lésung wieder verwendet. 
Das geschieht nicht bis ganz zu dem urspriinglichen Niveau, offenbar 
weil ein Teil des ,,Atmungsstoffes‘‘ — wenn man Polée folgt — auch in 
die Umwechslungslésung diffundiert und daher fiir den Nerven ver- 
loren ist. Auskochen der Lésung I bewirkt einen Abfall der Sauerstoff- 
zehrung auf ungefahr den Wert, der durch das Wechseln der Lésung 
erzielt wurde. Zusatz von wenigen Tropfen Blut laBt den Gaswechsel 
auf ungefahr den ersten urspriinglichen Wert ansteigen. Dieser Anstieg 
halt aber nicht vor, vielleicht weil die zugefiihrte Menge Atmungs- 
stoff zu gering ist. Der Atmungsstoff ist also durch Erhitzen inaktivier- 
bar, und der Zusatz von Blut iibt einen regeneratorischen EinfluB auf 
den Gaswechsel aus, beides im Gegensatz zu den Befunden Polées 
am Poikilothermen. 
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Obwohl diese Untersuchungen bei 37° angestellt wurden, diirfte 
kaum zweifelhaft sein, daB diese Erscheinungen auch in Kalt- 
versuchen zu beobachten sind. Dafiir sprechen die folgenden Be- 
obachtungen: 


Bevor uns die Poléesche Arbeit bekannt wurde, waren Narkose- 
versuche in der Weise angestellt worden, daB nach Untersuchung des 
Gaswechsels in gewohnlicher Ringerlésung diese entfernt und durch 
eine das Narkoticum in verschiedener Konzentration enthaltende 
Ringerlésung ersetzt wurde, eine Versuchsanordnung, wie sie auch 
Winterstein (7) in seinen Narkoseversuchen am _ Froschriickenmark 
ohne Kenntnis der von Polée aufgedeckten Fehlerquellen angewandt 
hat. Das Ergebnis war das, daB, abgesehen von hohen Konzentrationen, 
in denen unzweifelhaft die oxydationsvermindernde Narkosewirkung 
mit zum Vorschein kam, unabhingig von der Konzentration des 
Narkoticums, Gaswechselherabsetzungen in verschiedenster Grobe 
auftraten, die offenbar einfach durch den Fliissigkeitswechsel bedingt 
waren. Sherif (2) hat in seinen Versuchen festgestellt, daB Ringer- 
lésungen mit weniger als 2,5°,, Urethan keinen EinfluB auf den Gas- 
wechsel des markhaltigen Nerven ausiiben. Die von Sherif am mark- 
haltigen Nerven gemachte Feststellung diirfte auch fiir den marklosen 
Nerven annahernd stimmen. Der Sicherheit halber wurde spater ein 
Versuch in der Weise angestellt, daB zu der vorher benutzten Ringer- 
lésung (1 ccm) Urethan in der Menge gegeben wurde (5 mg), daB eine 
0,5°,ige Lésung resultierte. In dieser Lésung wurde keine Veranderung 
des Gaswechsels gegeniiber Ringerlésung allein festgestellt, wie das 
folgende Protokoll zeigt : 


Versuchsnummer 129. 





Gaswechsel in cem | 


Untersuchungsfliissigkeit fiir 1g und 1 Std. Temperatur 
MP is ts Sw 6 | 74,5 17,2° 
Urethan-Ringer 05°, . . 77,1 17,2° 


Infolge der besprochenen Erscheinung kénnte es méglich sein, 
daB eine Anderung des Gaswechsels nicht nur durch Austausch an- 
organischer Versuchslésungen, sondern auch durch Umwechseln von 
organischen gegen anorganische und umgekehrt bewirkt wird. Aus 
diesem Grunde ist eine kritische Priifung aller in dieser Richtung an- 
gestellten Versuche notwendig. 


So ware zu bedenken, ob nicht in den Umtauschversuchen in 
Blut gegen Ringerlésung mit dem Blut der Atmungsstoff entfernt 
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wurde. Nun wurden aber — wie schon erwahnt — auch Versuche 
angestellt, in denen zuerst in Ringer und dann in Blut untersucht 
wurde. Wenn es sich also um einen aus dem Nerven diffundierenden 
Stoff handelt, so muBte er in die Ringerlésung gehen, und es hatte im 
Blut eine Gaswechselherabsetzung eintreten sollen. Die Ergebnisse 
stimmten aber mit den tibrigen bei umgekehrter Reihenfolge erzielten 
iiberein, und es trat eine Steigerung auf. Es mu also in dem Blut 
Atmungsstoff vorhanden sein, der den in die Ringerlésung verloren- 
gegangenen ersetzt. Dies serklirt das Fehlen einer Herabsetzung, 
nicht aber die Steigerung. Es wohnen also dem Blute zwei 
Faktoren inne, einer, der den Gaswechsel des Nerven in Richtung 
des Ersatzes des verloren gegangenen Atmungsstoffes beeinfluBt, 
und einer, der die Steigerung des Gaswechsels hervorruft. Welcher 
Art diese beiden Faktoren sind, geht aus den _ vergleichenden 
Untersuchungen in Serum-Ringerlésung und Blut-Ringer + Blut- 
kérperchen hervor. Da der Wechsel von Ringer gegen Serum 
(und umgekehrt) keine Anderung des Gaswechsels bewirkt, so er- 
gibt sich daraus zwingend, daB im Serum — also auch im Blut 
Atmungsstoff vorhanden ist, der die Kompensation des verloren- 
gegangenen besorgt. Und da der Austausch von Blut gegen Ringer 
+ Blutkérperchen auch keinen Einflu8 auf den Sauerstoffverbrauch 
ausibt, so miissen die Blutkérperchen, wie schon friiher an- 
genommen, die Steigerung des Gaswechsels gegeniiber einfacher 
Ringerlésung (oder Serum) bewirken. 

Wird zuerst Serum bzw. Blut oder Ringer + Blutkérperchen als 
Untersuchungsfliissigkeit benutzt, so sorgt die Fliissigkeit durch ihren 
Gehalt an Atmungsstoff von selbst fiir die Erhaltung des Gaswechsels. 
Bringt man nun den Nerven in eine anorganische Lésung, so veriiert 
er einen Teil seiner Atmungsstoffreserven, die offenbar in sehr wechseln- 
dem AusmaB in die Untersuchungsfliissigkeit herausdiffundieren, aber 
auch da ihre Wirkung ausiiben. Umgekehrt wird bei vorheriger Unter- 
suchung in anorganischen Lésungen sogleich eine Diffusion des Atmungs- 
stoffes erfolgen, wodurch sich der Nerv seiner Atmungsstoffreserven 
entbl6Bt, was sich bei einem spateren Auswechseln der Salzlésung 
durch Absinken des Gaswechsels auBert, was dagegen ohne EinfluBb 
bleibt, wenn man nachtraglich in Blut, Serum oder Ringer + Blut- 
kérperchen untersucht. Der herausdiffundierte Atmungsstoff mu 
auch auBerhalb des Gewebes seine Funktion erfiillen, wird aber an- 
scheinend schlieBlich aufgebraucht oder inaktiv. Auf diese Weise wire 
der 6fter zu beobachtende Abfall der Sauerstoffzehrung in nicht ge- 
wechselten anorganischen Lésungen zu erklaren. Dafiir spricht in 
hohem MaBe die Tatsache, daB ein Abfall des Gaswechsels nicht 
eintritt, wenn man die Nerven vorher in Ringerlésung spiilt und einige 
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Minuten liegen lat, wodurch der diffusible Teil des Atmungsstoffes 
von vornherein zum gréBten Teil verlorengeht. Da’ auch nachhe1 
noch eine geringe Diffusion auftritt, ist der Tatsache zu entnehmen 
daB beim doppelten Wechseln der Lésung und nachtraglicher Ver 
wendung der ersten Untersuchungsfliissigkeit der Gaswechsel um 
einen die Fehlergrenze etwas iibersteigenden Betrag hinter dem ur- 
springlichen Wert zuriickbleibt, was nur so zu erklaren ist, daB etwas 
Atmungsstoff auch in die zweite Untersuchungslésung geht. Der 
Gaswechsel steigernde EKinfluB des Blutes und der Blutkérperchen. 
suspension gegeniiber Ringerlésung kann, wie schon erwahnt, nur durch 
die Anwesenheit der Blutkérperchen erklart werden. 


c) Einflu8B des osmotischen Druckes. 


Es wurde weiterhin der EinfluB des osmotischen Druckes der 
Lésungen auf den Stoffwechsel des marklosen Nerven untersucht. 
Schon friither hat Unger (8) derartige Untersuchungen am _ Frosch- 
riickenmark angestellt, die ergaben, daB hypotonische Lésungen keine 
Veranderung, hypertonische Lésungen eine Steigerung des Gaswechsels 
bewirken, solange die Pia Mater vorhanden ist. Diese Versuche waren 
in der Weise angestellt worden, daB die Lésungen mehrfach gewechselt 
wurden. Um die infolge des Fliissigkeitswechsels an sich durch den 
Atmungsstoff erzeugte Komplikation und Unsicherheit der Deutung 
der Ergebnisse zu vermeiden, wurde so vorgegangen, daB zwecks Her- 
stellung der Hypotonie zu der urspriinglich benutzten Ringerlésung 
destilliertes Wasser, zur Erreichung der Hypertonie konzentrierte 
Ringerlésung hinzugegeben wurde. Zuvor wurde noch festgestellt, ob 
Zusatz von Normalringerlésung zu Normalringerlésung, also Zusatz 
von Flissigkeit an sich, eine Gaswechselverinderung bewirkt, was 
nicht der Fall war. Die Versuche ergaben, wie die folgenden Tabellen 
zeigen, dafs beim sympathischen Nerven innerhalb betrachtlicher 
Grenzen weder Hypotonie noch Hypertonie der Lésungen Veranderungen 
der Oxydationsvorgiange hervorruft. 


Allerdings traten sowohl in Hypo- wie Hypertonieversuchen mit- 
unter sehr starke Veranderungen auf. Diese waren aber offenbar nicht 
auf die osmotischen Verhaltnisse zuriickzufiihren, sondern beruhten 
auf dem bereits erwahnten, mitunter zu beobachtenden Absinken 
des Gaswechsels in anorganischen Lésungen bei K6érpertemperatur 
und hatten wohl vermieden werden kénnen, wenn die Hypo- bzw. 
Hypertonieversuche erst nach Konstantwerden des Gaswechsels in 
Normalringerlésung angestellt worden waren. Bei Beobachtung 
dieser MaBnahmen ergaben sich die konstanten Werte der folgenden 
Tabellen: 
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raswechsel des Rindermilznerven in normaler und hypotonischer Ringer- 








losung. 
+ rn Gas- eo Bl 
Ver- || © = = Untersuchungs- weehsel $= in psc Differenz rempe- 
wh | B= | SE fiissiekeit’ abs. Se ae oa in ( ratut 
Of | xa . inecm ©e rea ' in °C 
Nr. ad . fiir 1 Std. = 1 Std 
119 455) + Ringer normal ge¢ | we 57,0 twa + 7, 182 
° 6 ‘ Soa a4 6 e A -t 
Ringer 50°, hypot. 30,9 61,3 ' 
105) 425; + Ringer normal 35.7 13 74,2 { 18,1 
inger 5 lypot. —- 37, . 76,! si 
Ring 0% hypot 37,0 6.9 
118 253 { Ringer normal 24,1 1.0 86,0 4 20,5 
Ringer 50°, hypot. 23,1 , 82,5 “ 
120 185 : Ringer normal 76.8 og 361,2 , 37,0 
Ringer 50° hypot. 76,0 ° 356.6 ” °F 
104,185; + Ringer normal 74,2 23 347,5 10 37,0 
Ringer 50% hypot. 66,9 ‘  313,8 
117,197) 4 Ringer normal 89.6 5.  389,3 3 37,0 
Ringer 50% hypot. 86,8 ~ 377,1 ‘ ; 
101/182) + Ringer normal 123.7 &7 591.1 r 37.0 
Ringer 50°, hypot. 117,0 >" | 659,1 ees ike 


Gaswechsel des Rindermilznerven in normaler und hypertonischer Ringer- 
losung. 








‘ Gas- 
Eu z a Pn = E | wechsel | Tempe- 
— =Blos Untersuchungs- ahs =E | in emm | Differenz mater 
suc 2 sé ssigkei ous a r r in © , 
eet of | 2a iissigkeit inemm | S— me 6 =e in °C 
om! ir 1 Std. = 
Nr. fiir 1 Std. 1 Std. 
122 | 378 i Ringer normal 32,1 28 75.0 on g 19,0 
Ringer 100% hypert. 34,9 7 FD ames 
124 || 334 t Ringer norma] 35,3 0.1 95 8 0 17,8 
Ringer 100°, hypert.) 35,2 ; 96,4 |” 
123 163 i Ringer normal 97,6 00 517.3 37,0 
Ringer 100°, hypert. 97,6 ; 517,3 


d) EinfluB von Glucose auf den Gaswechsel. 


Wolf (9) hat in Wintersteins Laboratorium den EinfluB von Glucose 
auf den Gaswechsel des Froschriickenmarks untersucht und gefunden, 
daB normaliter ein solcher zu vermissen ist, daB aber ein geschadigtes 
Rickenmark, dessen Sauerstoffzehrung im Absinken ist, durch Glucose- 
zusatz eine Steigerung des Gaswechsels erfahit. In den Versuchen 
am Milznerven des Rindes wurde so verfahren, daB zu der urspriing- 
lichen Ringerlésung Traubenzucker in bestimmter Menge zugesetzt 
wurde. Dabei zeigte sich, daB in den Versuchen bei Zimmertemperatur 
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ein EinfluB iberhaupt nicht feststellbar war, daB dagegen in den Ver 
suchen bei Korpertemperatur eine bedeutende Verstarkung der ox) 
dativen Vorgange eintrat, wobei nachtragliche Erhéhung der Glucos: 
konzentration keine weitere Gaswechselsteigerung hervorrief. 


Gaswechsel des Rindermilznerven in Ringerlésung und Glucose-Ringei 











losung. 
; Gan: — ; 
= ca Pee wechsel | | ne 
Ver- =F g& Untersuchungs- _ — in emm | Differenz — 
such & & Ze fliissigkeit in emm pro lg in %o in ry 
= * | fiir 1 Std und 
Nr. | . 1 Std. 
125 287) + | Ringer 27,2 84,0 | 17,0 
_ \. f ) v— 
Glucose-R. 0,5% ae |**| os h™-* 
127) 729' + | Ringer 72,1 | g4 87,6 + 49| 18,7 
Glucose-R. 0,5°%, 72.5 09 88.8 |” 01 
Glucose-R. 1,5°% 71,6 Fe 87,7 i: 
126/117) 4 Ringer 88,0 jagg 649.9 37,0 
5 ng |00,2 2Qq° » +44,0 F 
Glucose-R. 0,5% | 127.2 |3°2 939.9» +300 
Glucose-R. 1% 536,0 -;""" 894,9 ih Bieta 
128,170 4+ Ringer 97,5 723 4911 4730 37,0 
Glucose-R. 0,5% 165,8 |‘"" | 849.9 _ 


DaB die Steigerung im Warmeversuch auf einer Schadigung der 
verwendeten Praparate beruht, ist deswegen unwahrscheinlich, weil 
in einem solchen Falle auch in der Kalte eine Vermehrung des Sauerstoff- 
verbrauchs zu erwarten gewesen ware. Daf sie auch nicht durch 
Faulniserscheinungen bedingt ist, wie solche in den Versuchen bei 37° 
mit Blut nicht selten zur Beobachtung kamen, diirfte aus der Konstanz 
des Gaswechsels wihrend mehrerer Stunden hervorgehen, die im 
Gegensatz steht zu dem im‘ersten Falle stets zu beobachtenden sprung- 
weisen Ansteigen des Gaswechsels. Die wahrscheinlichste Erklérung 
ist die, daB bei dem hohen O,-Verbrauch bei Kérpertemperatur der 
Zucker als Energiequelle des Ruhestoffwechsels dient, der sonst in 
eingeschranktem Umfange auf Kosten der im Nerven vorhandenen 
Stoffreserven erfolgen muB. 


5. Stoffwechsel sympathischer Ganglien. 


In den folgenden Versuchen wurden zum Teil Sympathicus 
mit Grenzstrangganglien von Hunden benutzt, die auf dem Schlacht- 
hof getétet worden waren (mechanische Betéubung und _ Ent- 
blutung), zum Teil wurden die Tiere im Institut narkotisiert und die 
benétigten Nerven und Ganglien operativ entfernt. Deswegen wurde 
auch meist auf einen besonderen Nachweis des Uberlebens des Gewebes 








Blut 


in 


Nerven 


Hundeganglien 


Gaswechsel sympat hische 








209 


pathischer Nerven und Ganglien. 


Stoffwechsel sym 











Leyiy uapdoay, oFtuaM pun wniqdion ,, 





@SOMAUN 











14 


Biochemische Zeitschrift Band 24 








60EG (4 
O'S ‘ 9°GS OFS Pal 6 LI ry l6e (® acl | 
* Gel 
OLE col - a Fol @GO0G GRE }[[99805480} YIN RhC #1 
OSF (4 
OLI I es OLE GLe HLI E96 }[[OISAD SOF FOUN Org (# #501 
GRS™ (4 
Ou - * 9 CF f OF €°¢1 861 \? Chr (ev #801 
626 (4 
LE C's ™ L’8al FELT OPE aa) (9 glg (8 #LOT 
BLL (4 
0'9T €6 7 C'99 OFS OEl Stl RG (B bf 
eel (4 
O91 g + BMye 8°0¢ aLF 89 801 LOZ (¥ LE 
ell (4 
OL 0 L'28 1°28 9° 0'9% L8a (¥ o¢ 
09 OTL 9°8% T 862 (4 Ee 
061 gag 8 ol B9e (e Ol 
UvALEN UWdATON U@AION (a UdAJON (0 “IN 
yo Uy uayjsuey any UeATEN = ueT|suKy pun UdAION pun ‘ wrt § (a uaysuey (q 
“anyed > ut u9t[ sues) _ Worsues) uaAIAN pun ualsuvy (v WOATON pun youssdA 
-odmay ZUatay Id tee = 7 . —e sane -:y eictbltted uaTpsuey (8 
~ ‘PIS T pun 4] any [asyaMseH "PIS T ANJ WUD UL jaSoMsUD “sqy Wor seCORAV su ut “men 
ne] UL UPAQON pun uerpsueFepun py oyostygedurss posqoomsery 
PR EPSPS RE RE 
me BS - | gee ~~ = 2 BSEHeSRES 2 wYwsee 244828 8 


























~ so ™ O:@ @ 2 6 SBM vpav= ©£€ESSBPm esa > - Ss 
~ 5 — s ~ ~ -- = = 7 =e - = - = oe a ~ ~ ~ 
a — le = ee i — Or — I — Bg — i — ee — a — > oe e. > 2 
Louby jdoay, oF;uaMW pun uniydsopw yy, WN AUN os “USOMMUN 
OTT (9 
OLE cl | OGG 6 CBOE 8 Lg YeOl }[[PISET sey YOUN Loe (® 611 
€It (q 
ve Leh Lvs H[PISAH4SOF YOUN RFE (8 #811 
Let (4 
OLE - oa ¥ WOT? 6 61 PI¢ GGG (9 OF (B OTT 
O86 (4 
* OVE Cel = Lor 61él Gre vot \9 OZE (Ce CIT 
c 
5 €9 (4 
a OLE Gl bi 9'6ET 6 EOT 8°96 r (2 6G (8B ab IT 
Z She (4 
=x Ob Gl BM Jo ONE ct Rb 9'€I r (9 Ske (B Pe | 
oe OLE kL 181 a OLE (Pewee TTT 
OLE 6 £6t 6 FLI }[[PISEH Jsoy YOUN LOE (e #4 COT 
O6T HLL OL H{[9IS9H4SOF YON Col (4 #460 
UdAIAN UdATON : UIAION (0 IN 
ual[suey any UeAIeN ue n UWoAIAN ’ aa @ uolpsur 
, ul t Bt) ) ° .~ a tae UAAION Yonsiad 
zussegiq UAMIN pun Uoypsuvs (ev suns (e d 
‘AS T pun F] Anj josqoomsey PIS | dny UY UL JasqooMsEs "sqy WOTISSUOTLYY Su at mon 
‘SUNSOLOSUTY UL UDATON pun ust suesepun pf sotpstyyedurts [OSU VIIMSV? ) 
nN 
a ne ee aan a oi 











Stotfwechsel sympathischer Nerven und Ganglien. 211 


iurch Untersuchung der Aktionsstréme verzichtet. Doch wurde er 
in einem Teile der am Halssympathicus angestellten Versuche nach 
leren Beendigung versucht und erbracht. Zur Narkose wurden Morphium, 
0.1 g pro 1 kg, benutzt, was aber nur in einem einzigen Falle zur Opera- 
tion geniigte, so daB noch Ather gegeben werden mubte. In zwei anderen 
Fallen wurde Dial bzw. Pernocton als Basis-Narcoticum benutzt. An- 
scheinend hat Morphium keinen wesentlichen EinfluB auf die GréBe 
des Gaswechsels. Wohl aber scheint die in einem Teil der Versuche 
beobachtete Verminderung der oxydativen Prozesse auf die Narkose 
durch Ather zuriickgefithrt werden zu miissen. Die Versuche, in denen 


dieses Narkoticum in gréBeren Mengen gegeben wuide sie sind in 
den Tabellen durch Sterne gekennzeichnet —, geben daher keinen 


Kinblick in die wirkliche GiéBe des Gaswechsels. Um den Anteil der 
Ganglien am Stoffwechsel zu ermitteln, wurden in Blut bzw. Ringer- 
lisung zuerst Ganglien und Nerv, z. B. Ganglion cervicale superius, 
medium, inferius und ein Sttick des Halssympathicus, oder einzelne 
dieser Ganglien und Halssympathicus, oder Ganglion stellatum und 
Grenzstrang usw. untersucht, dann die Nervenstiicke entfernt und der 
Gaswechsel der Ganglien allein gemessen. Die Resultate sind in den 
vorstehenden Tabellen zusammengestellt. 

AnschlieBend sei eine kurze Zusammenstellung der als normal zu 
betrachtenden Gaswechselweite gegeben. 





Gaswechsel von sympathischen Hundeganglien Nerv in Blut. 
Versuch Gaswechsel in emm fiir 1g Temperatur 
Nr. und 1 Std in °C 
a7 ‘ 47,2 16,0 
19 ’ 54.0 16.0 
112 54,9 18,1] 
10 5D.8 19.0 
35 82.1 ye 
Gaswechsel von sympathischen Hundeganglien + Nerv 


in Ringerlésung. 





Versuch Gaswechsel in emm fiir lg Temperatu 
Nr. und 1 Std. in °C 

115 121.9 20,5 
116 194,9 37,0 
103 493.9 37,0 
111 742.3 37,0 


Wegen der kleinen Versuchszahl mui darauf verzichtet werden, 
etwas tiber die Variationsbreite auszusagen, fiir die sicher dasselbe gilt, 
was fiir den marklosen Nerven des Rindes und Kalbes ausgefiihtt wurde. 
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Auch sonst ist auf das bereits bei Besprechung des Gaswechsels des 
Milznerven Gesagte hinzuweisen. 

Der Vergleich der Sauerstoffzehrung der Ganglien und Nerve) 
liefert keine klaren Ergebnisse. In den acht vergleichenden, in Blut 
angestellten Versuchen, zeigen fiinf (Nr. 35, 37, 108, 109, 112) eine 
innerhalb der Fehlergrenze liegende Ubereinstimmung, ein Versuc! 
(Nr. 49) zeigt einen gréBeren, zwei (Nr. 107, 110) einen kleineren Gas 
wechsel der Ganglien. Bei den fiinf vergleichend in Ringerlésung 
beobachteten Werten ergibt sich in einem Versuch (Nr. 116) Gleichheit 
in vier anderen (Nr. 113, 114, 115, 119) eine geringere Sauerstoffzehrung 
der Ganglien. Von 13 Versuchen insgesamt lassen sechs auf eine Gleich- 
artigkeit in der GréBe der oxydativen Vorginge von Ganglien und Nerven 
schlieBen, wahrend sieben das Gegenteil ergeben wiirden, und zwa 
mit Ausnahme eines Falles von Steigerung um 30°, eine Herabsetzung 
von 14 bis 30°, fiir die Ganglien. Unter den sechs Gleichheit des Gas 
wechsels zeigenden Versuchen befindet sich ein einziger Warmversuch. 
unter den sechs eine Erniedrigung aufweisenden dagegen vier. Offenba: 
spielt die Temperatur bei diesen Vorgingen eine wichtige Rolle, und 
die plausibelste Erklarung ist wohl die, daB die Ganglien bei niedrige: 
‘Temperatur weniger empfindlich sind, d.h. die Zellen eine schlechtere 
Sauerstoffversorgung besser vertragen als bei Kérpertemperatur, wo 
das Sauerstoffbediirfnis ganz erheblich gestiegen ist, und die schlechtere 
Sauerstoffdiffusion durch die dickeren Organe zu einer Schidigung 
und so zu einer Vermindefung der an sich gré6Beren Oxydationsprozesse 
fihrt. Die Klérung der Frage des quantitativen Verhaltens des Gas 
wechsels von Ganglien und Nerven wird weiterhin kompliziert durch 
die Anwendung von Narkoticis, unter denen, wie schon oben erwahnt, 
der Ather eine anscheinend besonders starke Gaswechselverminderung 
hervorruft. Wa die narkotisierende Wirkung auf die nervésen Zentral- 
organe eine intensivere ist als auf das periphere Nervensystem, so ist 
es wahrscheinlich, daB die oxydationsvermindernde Wirkung der 
Narkotica bei den Ganglien stairker hervortritt als bei den Nerven 
Ks ist daher nicht méglich, auf Grund der bisher vorliegenden Versuche 
etwas iiber die Intensitat der Oxydationsvorgiange in den sympathischen 
Ganglien unter physiologischen Bedingungen auszusagen. 


6. Kohlensdureausscheidung des Rindermilznerven. 


Die im folgenden wiedergegebenen Resultate wurden mit einer 
urspriinglich von Krogh angegebenen und von v. Ledebur (10) modifi- 
zierten und am Froschriickenmark erprobten Mikromethodik erhalten. 
Die Fehlergrenze dieser Methodik betragt etwa 1 cmm. 

In den Versuchen wurden wiederum Rindermilznerven verwandt, 
deren Funktionserhaltung mit Hilfe des Saitengalvanometers nach- 
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vewiesen wurde. Im ibrigen war die dafiir benutzte Anordnung die 
vleiche, wie in den friiheren Versuchen, nur wurde an Stelle der Konden- 
satorreizung ein mit 4 Volt betriebenes Induktcrium benutzt. 

Als Untersuchungslésung diente stets bicarbonatfreie Ringer- 
josung. Die auf diese Weise erhaltenen Ergebnisse sind in der folgenden 
fabelle zusammengestellt. Die in den Kaltversuchen ermittelten 
('O,-Werte entsprechen gut den mit Hilfe des Wintersteinschen Mikro- 
respirometers testgestellten O,-Werten. Die ohne Bericksichtigung der 
Temperatur berechnete Durchschnittsausscheidung ergibt einen Wert 
von 49,7 cmm CQ,, der unter Zugrundelegung des Gesamtdurchschnitts- 
wertes des O,-Verbrauchs in Salzlésung bei Zimmertemperatur einem 
respiratorischen Quotienten von 0,78 entsprechen wide. In den bei 37° 
angestellten Versuchen dagegen ist die CO,-Produktion um so viel 
geringer als die O,-Aufnahme, daB sich aus dem Durchschnittswert 
ein Respirationsquotient von nur etwa 0,335 errechnen wiirde, und es 
daher kaum méglich erscheint, an ein physiologisches Verhalten zu 
denken. Eine Erklarung hierfiir kann vorliufig nicht gegeben werden. 
Ein Fehler der Methodik war nicht aufzufinden. 


CO,-Ausscheidung des Rindermilznerven in Ringerlésung. Die fiir 1 g und 
| Stunde errechneten CO,-Volumina sind auf 0° und 760 mm Hg reduziert. 





f 
| 


Gaswechsel 


Versuch Gewicht in mg (ktionsstrom in emm fiir lg Temperatur 
Ny und 1 Std. isla 
14 300 34.0 15,2 
13 260 36.6 14,8 
16 387 16,0 19.0 
15 5R2 16.4 18.0 
5 377 46.9 19.0 
4 434 49,2 18.1 
1 515 : 51.9 19.9 
17 295 } 54.4 19,5 
3 250 4.6 19.8 
2 2RG : 77,2 21,4 
4 134 143.7 37.0 
a) 377 168.2 37,0 
3 PHO 208.7 37.0 
2 2G 215.2 37.0) 


Zusammenfassung. 

Mit dem Wintersteinschen Mikrorespirometer wurde der Gas- 
wechsel von Rindermilznerven in Blut und Ringer- oder Tyrodelésung 
untersucht. Als Mittelwerte ergeben sich in den Kaltversuchen ohne 
Beriicksichtigung der Temperatur beim Rind 

Meme. 2.2. 4 Po. s Boe 
a NP ee ee O, 


pro Lg und 1 Stunde. 
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Jungtiere hatten im Mittel einen um 27°, héheren Gaswechse! 


(in Blut 83,1 emm pro 1 g und 1 Stunde). 
Bei 37° betragen die Durchschnittswerte pro 1 g und | Stunde 
mit. we er es ws vs Ree BD, 
PN a a tes a eer ee ee SO BD 

Vergleichende Untersuchungen am marklcsen Milznerven und 
dem markhaltigen Intercostalnerven des Rindes erwiesen einen weit 
gréBeren Sauerstoffverbrauch des marklosen Nerven. Die Durch 
schnittswerte fiir den markhaltigen Nerven betragen in Blut 

im Kaltversuch ....... . 33,0cemm QO, 
Mee Seay ee ee SS Re no 
pro lg und | Stunde. 

Bei Austausch von Blut gegen Ringerlésung ergab sich unabhangig 
von der Reihenfolge eine intensivere O,-Zehrung des Milznerven in Blut 
Bei Austausch von Blut gegen Ringer + Blutkérperchen einerseits 
und Serum gegen Ringer andererseits blieb der Gaswechsel gleicl 
Bei Auswechslung der Ringerlésung (Tyrodelésung) gegen die gleich: 
Lésung wurde ein Absinken des Gaswechsels beobachtet. Wiede: 
verwendung der urspriinglichen Ringerlésung (Tyrodelésung) fiihrte 
die O,-Zehrung annahernd zum urspriinglichen Werte zuriick. Diese 
Wirkung blieb nach Erhitzen der Lésung aus. 

Aus diesen Befunden wird gefolgert : 

In dem Nervengewebe befindet sich ein Atmungsstoff, der bei 
Verwendung anorganischer Untersuchungslésungen in wechselndem 
AusmaBe in diese diffundiert. Dieser Atmungsstoff ist auch im Serum 
(und Blut) vorhanden. Der Atmungsstoff ist durch Erhitzen inaktivie: 
bar. Die Steigerung der oxydativen Vorgange bei Austausch von Salz- 
losung gegen Blut ist auf die roten Blutkérperchen zuriickzofiihren 

Bei Verwencung von hyper- und hypotonischer Ringerlésung wurde 
keine Anderung des Gaswechsels gegeniiber normaler Ringerlésung 
festgestellt. Zusatz von Glucose zu Ringerlésung hatte bei 37° ein: 
kraftige Steigerung der Sauerstoffzehrung zur Folge. In der Kalte 
blieb der Gaswechsel unverandert. 

Uber die GréBe des Sauerstoffverbrauchs der sympathischen 
Ganglien konnten keine zuverlissigen Werte gewonnen werden. 

Untersuchung der CQ,-Ausscheidung markloser Nerven dure! 
Mikrotitration ergab bei Zimmertemperatur einen Durchschnittswert 
von 49,7 cmm pro 1 g und 1 Stunde und einen respiratorischen Quo 
tienten von 0,78. In den Versuchen bei 37° war die durchschnittlich: 
CO,-Ausscheidung soviel geringer als die durchschnittliche O,-Au! 
nahme, dab sich ein Respirationsquotient von nur 0,335 ergeben wiirde 
Eine Erklirung des Verhaltens kann vorlaufig nicht gegeben werden 
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Zum SchluB moéchte ich die angenehme Pflicht erfiillen, Herrn Prof. 
\interstein fiir das bei Anfertigung der Arbeit gezeigte Interesse, seine viel- 
chen Ratschlage und seine Hilfe meinen aufrichtigsten Dank auszusprechen. 
ferrn Prof. Wachholder bin ich fiir die Einfiihrung in die Technik det 
Naitengalvanometrie, Herrn Privatdozenten Dr. von Ledebur fiir die Ein 
ihrung in die Gaswechselmikromethodik. sowie fiir seine stete Hilfsbereit 
chaft zu besonderem Dank verpflichtet. 
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Uber Atmungs-Co-Ferment und Adenylpyrophosphorsaure. 


Von 
I. Banga und A. Szent-Gyérgyi. 
(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat Szeged, Ungarn.) 


(Eingegangen am 19. Februar 1932.) 


Es wurde in unseren vorhergehenden Mitteilungen! gezeigt, dai 
die biologischen Oxydationen bzw. Dehydrogenierungen in zwei Gruppen 
geteilt werden kénnen, in solche, die durch arsenige Séure gehemmt 
werden, und in solche, die gegen arsenige Saiure ganz unempfindlich 
sind. In Versuchen mit Herzmuskel wurde gezeigt, daB die arsen- 
empfindlichen Oxydationen weitaus den gréBten Teil der Oxydation 
der Zelle ausmachen, und daB im Herzmuskelgewebe, wenn arsen- 
unempfindliche Oxydationen tiberhaupt vorkommen, diese nur eine 
sehr untergeordnete Relle spielen. Zugleich wurde gezeigt, daB in den 
Oxydationsprozessen des Herzmuskels ein Atmungs-Co-Ferment eine 
bedeutende Rolle spielt, und daB durch Arsen eben diejenigen Oxyda- 
tionen gehemmt werden, in denen das Atmungs-Co-Ferment beteiligt ist. 

Wahrscheinlich wurde gemacht, daB dieses Atmungs-Co-Ferment 
ebenfalls ein Nucleotid sei. Alle Praparate ergaben bei der Analyse 
eine starke Orceinreaktion, Phosphorsiure, und eine Reaktion fir 
Adenosin (Kosselsche Probe). Es kann jetzt auch hinzugefiigt werden. 
daB alle unsere Praparate auch eine starke Probe fiir Schwefel ergaben. 

Natiirlich drangte sich der Verdacht auf, daB wir es in dem Atmungs- 
Co-Ferment mit Adenylpyrophosphorsiure zu tun haben. Obwoh! 
das Verhalten des Atmungs-Co-Ferments gegen diese Annahme sprach, 
konnte diese Méglichkeit doch nicht mit Sicherheit ausgeschlossen 
werden. 

Seit dem AbschluB unserer vorigen Arbeit ist uns auf unsere 
Bitte durch Herrn K. Lohmann in freundlicher Weise ein Priaparat 
von Adenylpyrophosphorséure tiberlassen worden. Die mit diesem 


1 4. Szent-Gyérgyi, Biochem. J. 24, 1723, 1930; J. Banga, L. Schneider 
u. A. Szent-Gyérgyi, diese Zeitschr. 240, 462, 1931. 
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Priparat ausgefihrten Versuche schlieBen nun mit Sicherheit die 
Méglichkeit aus, daB wir es im Atmungs-Co-Ferment mit Adenylpyro- 
phosphorséure zu tun haben. 

Wie vorher erwahnt, ist das Atmungs-Co-Ferment das Co-Ferment 
der Milchsdureoxydation. Wird zu gewaschenem Herzmuskel Milch- 
siure gesetzt, so wird diese nicht oxydiert. Wird das System mit 
Atmungs-Co- Ferment ergainzt, so wird die Saure durch den gewaschenen 
Muskel energisch dehydrogenierend oxydiert. 

Wir fanden nun, daB Adenylpyrophosphorsiure keine derartige 
Wirkung auf die Milchsiureoxydation auszuiiben vermag. Die Oxydation 
von Lactacidogen am gewaschenen Muskel wird durch Atmungs- 
Co-Ferment beférdert Diese Oxydation ist arsenempfindlich. Auch 
Adenylpyrophosphorséure vermag zu einem geringen Grade die Oxy- 
dation des Lactacidogens zu beférdern, doch ist die Oxydation arsen- 
unempfindlich. Zu einem geringen Grade wird Adenylpyrophosphor- 
siure auch selbst durch den gewaschenen Muskel dehydrierend an- 
gegritfen. Diese Oxydation ist ebenfalls arsenunempfindlich Die 
Sauerstoffaufnahme, die das Atmungs-Co-Ferment gelegentlich mit 
gewaschenem Muskel allein zeigt, ist arsenempfindlich. 

Alle diese Ergebnisse stehen in guter Ubereinstimmung mit den 
tesultaten unserer letzten Arbeit. In dieser wurde namlich gezeigt, 
da in dem arsenunempfindlichen Teil der Oxydation, dig der ge- 


waschene Muskel mit Kochsaft zeigt, Nucleotide eine gewisse Rolle 
spielen, die die Oxydation des Zymophosphats beschleunigen. Es 
wurde wahrscheinlich gemacht, daB das Nucleotid, das diese Rolle 
spielt, Adenylpyrophosphat sei; die mit dem Lohmannschen Nucleotid 
ausgefiihrten Versuche erbringen den Beweis fiir die Richtigkeit dieser 
Anschauung. 





Biochemische Untersuchung 
der Tabaktrocknung und -fermentation. 


I. Mitteilung: 


Anderung der H-fonenkonzentration des Tabaks wihrend der Troeknung und 
Fermentation. 


Von 


J. Bodnar und Ladislaus Barta. 
(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat in Debrecen 


(Eingegangen am 20. Februar 1932.) 


Das grine Tabakblatt wandelt sich wahrend der Trocknung und 
Fermentation derartig um, daB der Tabak genieBbar (rauchbar) wird 


Das Wesen dieser Umwandlung besteht darin, da8 der griine Tabak 
Wasser verliert und zufolge gewisser Zersetzungprozesse auch in der chemi 
schen Zusammensetzung des Tabaks erhebliche Anderungen eintreten. 
Es entstehen wahrend der Trocknung und Fermentation aus den organische1 
Verbindungen des Tabaks solche Produkte, welche in dem griinen Tabak 
nur in sehr geringer Menge vorkommen, oder iiberhaupt nicht vorhande) 
sind und die Qualitat des Tabaks wesentlich beeinflussen. Der streng 
Zusammenhang zwischen der chemischen Zusammensetzung und Qualitit 
des Tabaks spricht dafiir, daB dié sich auf die genaue Erkennung des Ablaufs 
und der Erreger der wahrend der Trocknung und Fermentation eintretenden 
chemischen Umwandlungen richtenden Untersuchungen auch vom prakti 
schen Standpunkt groBe Bedeutung besitzen. 


Zahlreiche Forscher (1) haben sich mit dem biochemischen Studium 
des Tabaks beschaftigt; von den neueren miissen besonders Newberg. 
Fodor, Smirnow, Schmuck, Gawrilow, Gabel, Koenig und ihre Mit- 


arbeiter (2) hervorgehoben werden. Auf diesem Gebiete sind noch sehi 


viele Fragen zu lésen, so ist es z. B. auch heute noch nicht geklart, wie 
die wahrend der Fermentation eintretende Erwairmung und die damit 
verkniipften Zerfallsprozesse, Entstehung der Aromasubstanzen, zu- 
stande kommen und ob diese Erscheinungen auf die Wirkung de 
Bakterien oder der Enzyme des Tabakblattes zuriickzufiihren sind 

Zu den grundlegenden Fragen der Tabaktrocknung und -fermenta 
tion gehért auch die Orientierung dariiber, auf welche Weise sic! 
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wahrend dieser Vorginge die H-lonenkonzentration der Tabakblatter 
andert. Diesbeziiglich teilten kiuzlich Smirnow und Izwoschikow 


einige Daten mit, und laut diesen verschiebt sich das py der jungen 


labakblatter in der ersten Phase der Trocknung (Hungerpetiode) 
nach der sauren und das der entwickelten Blatter nach der alkalischen 
Seite. 

Zum Studium der pu-Anderung wurden die durch das kyl. ung 
Tabakgejalle in getrocknetem, sodann in fermentiertem Zustande zur 
Verfiigung gestellten und als erstklassig qualifizierten Szegeder Rosen, 
Debrecener, Kapa und Garten Tabaksorten gebraucht. Unter diesen 
ist der Kapa ein ausgesprochener Pfeifentabak, der diinnblattrige 
Szegeder Rosen und der Debrecener werden auch als Zigarrentabak 
verwendet, der Garten ist Zigarettentabak. Indem wir die H-lonen- 
konzentration dieser Tabaksorten im griinem Blatt untersuchten, 
fanden wir, da diese mit kleinen Schwankungen durebschnittlich um 
Pr 5,2 herum liegt. 

Tabelle I. 





we hal Pu NH3-°,9 Ent 

der p Standenes 

Tabaksorte Fermen- Getrock- Fermen- F 7 Getrock- Fermen- NH % 
tation neter tierter Anderung neter tierter vite 
in Tagen Tabak Tabak Tabak Tabak , 
Szegeder 21 5,28 5,24 0,04 0,72 0,88 0,16 
Rosen 32 5,66 5.50 — 0,16 0.67 0,93 0,26 
40 5,67 5.41 — 0.26 0,63 1,93 0.40 
47 5,45 5,18 0,27 0,69 1,10 0,41 
Db 5,77 5.41 0.36 0,66 1,07 0.41 


32 5.88 5.47 0.41 0.76 0.79 0.03 
60 6.63 5.67 0,96 0,77 O88 0.11 
32 5.85 5,48 — 0,37 0,67 0,70 0.03 
60 5,92 5,42 — 0,50 0,61 0.59 0 
32 5,97 5.47 0,59 0.69 0.69- 0 
60 5,78 5.37 041 0.46 0.54 0,08 
Garten 61 5.48 5.58 4+- 0.10 0.48 0,60 0,12 
63 5.53 5,82 4+. 0.29 0.48 0.67 019 
65 5,72 5.84 L ().12 0.46 0.49 0.03 


In der Tabelle I sind die in unseren Versuchstabaken in getrocknetem, 
teilweise und ginzlich fermentiertem Zustande bestimmten py-Werte 
zusammengefaBt. Die H-lonenkonzentration der getrockneten Tabake 
wurde in jedem Falle kleiner gefunden als in griinem Zustande, woraus 
gefolgert werden kann, daB wahrend der Trocknung in dem Tabak 
alkalische Zerfallsprodukte entstehen. Im griinen Tabak ist Ammoniak 
héchstens nur in Spuren, der getrocknete Tabak hingegen enthalt 
Ammoniak schon in gut bestimmbarer Menge (im Mittelwert 0,62°,): 
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die wahrend der Trocknung eintretende Verminderung der H-lonen 
konzentration des Tabaks kann ihre Erklarung zum tberwiegende: 
Teile in der Entstehung von Ammoniak finden. Beziiglich der wahrend 
der Fermentation geschehenen pu-Anderung kann den Daten de) 
Tabelle I folgendes entnommen werden: 

a) Bei dem Szegeder Rosen-Tabak ist mit dem Fortschritt de) 
Fermentation eine erhebliche Erhéhung der H-lonenkonzentration 
wahrnehmbar, es entstehen also wahrend der Fermentation sauer 
Zersetzungsprodukte. Dabei wird die bei der Trecknung geschehene 
Ammoniakbildung, wenn auch in kleinerem MaBe, waihrend der Fermen 
tation fortgesetzt, es deckt also teils das entstandene Ammoniak das 
MaB der Sauerung, so daB die Erhéhung der H-lonenkonzentration 
in Wirklichkeit gréBer als die mitgeteilte sein muB. Hierbei suchten 
wir eine Erklarung so zu gewinnen, indem die wahrend der Fermentation 
entstandene Ammoniakmenge zu dem getrockneten Tabak hinzu- 
gegeben und das py gemessen wurde; wenn von dem auf diese Weise 
gewonnenen px das des getrockneten Tabaks abgezogen und zur 
Differenz das py des fermentierten Tabaks hinzugegeben wurde 
fanden wir, daB die H-lonenkonzentrationserhéhung bei dem Szegede: 
Rosen gegen Ende der Fermentation — wenn Ammoniak nicht ent- 
standen ware — nicht 0,4, sondern | bis 1,5 py-Einheiten ausmachen 
wiirde, es ist also die wihrend der Fermentation eintretende Sauerung 
sehr groB (auf 1 g Tabak berechnet 1 bis 2 cem n/10 HC\). 

b) Beim Kapa-Tabak kann ebenfalls eine bedeutende Erhéhung 
der H-Ilonenkonzentration wahrgenommen werden; hier ist aber die 
Ammoniakentstehung wahrend der Fermentation — im Vergleich zum 
Szegeder Rosen — ganz belanglos oder iiberhaupt nicht wahrnehmbar. 
so daB die beobachtete px-Anderung als MaB der Saéuerung in Betracht 
gezogen werden kann. Im Endresultat ist also die wahrend der Fermen. 
tation eintretende Siuerung beim Kapa kleiner als beim Szegeder Rosen. 

c) Beim Garten-Tabak kann wahrend der Fermentation im 
Gegensatz zu den anderen zwei Tabaken — die Verminderung de: 
H-lonenkonzentration wahrgenommen werden, bzw. mit Riicksicht 
auf die kleine Menge gebildeten Ammoniaks ist die bei der Fermentation 
eintretende Siuerung um vieles kleiner als beim Szegeder Rosen und 
Kapa. 

Mit dem Fortschritt der Fermentation der Szegeder Rosen erhéht 
sich allmahlich die H-lonenkonzentration, d.h. sie ist am kleinsten 
bei Beginn der Fermentation und am gréSten am Ende derselben 
Ahnliche Untersuchungen mit Debrecener Tabak (Tabelle II) zeigen, 
daB hier die Saureproduktion bei Beginn der Fermentation am 
gréBten ist und gegen Ende der Fermentation sich stufenweise ver- 
mindert. 
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Tabelle Ll. 





Zeitdauer Pu NH -°/o Ent- 


Rh wad : ° PH ; stapdenes 
fabaksorte Fermen- Getrock- Fermen- Getrock- Fermen NH 
tation neter tierter \nderung neter tierter ' 
in Tagen Tabak ‘Tabak Tabak Tabak 


Debreeener 18 5.57 5,22 0.35 0.32 0.55 023 
24 5.82 5.52 0.30 0.50 0.75 0,25 
36 5.67 544 0,23 0,33 0,53 0,20 
41 5,43 5,33 — 010 0,40 0.56 O16 
5S 5.48 5.46 0.02 0.43 0.65 0.29 


Da die Saureverminderung von keiner erhodhten Ammoniak- 
produktion begleitet ist, kann die Saureverminderung auf die Zer- 
setzung der entstandenen Saure oder auf die Entstehung eines nicht 
flichtigen, basischen Zerfallsproduktes zuriickgefiihrt werden. Ver- 
suche, diese Frage zu beantwoiten, sind im Gange. 

Laut Nessler erfahrt der Ammoniakgehalt des getrockneten Tabaks 
wahrend der Fermentation keine wesentliche Erhéhung, demgegentiber 
fand Kossutany, daB der Ammoniakgehalt waihrend der Fermentation 
sich verdoppelt. Auf Grund unserer Untersuchungen ist zwischen 
den beiden Beobachtungen kein Widerspruch; denn es gibt Tabak 
(Szegeder Rosen), in welchem bei der Fermentation eine wesentliche, 


in einem anderen (Debrecener) eine kleinere und endlich solchen, in 
welchem (Kapa) nur eine unbedeutende Menge Ammoniak entsteht. 
Ks ist nun fraglich, auf welchem Vorgang die bei der Fermentation 


des Tabaks wahrnehmbare Sauerung zuriickgefiihrt werden kann ‘ 
\uf dem Gebiet der Tabakbiochemie gelang Neuberg und Kobel eine 
Entdeckung von groBer Bedeutung, als sie nachwiesen, daB der Tabak 
Methylalkohol enthalt und der an Pektinsdiure esterartig gebundene 
Methylalkohol sich bei der Fermentation infolge Enzymwirkung 
(Pektase) abspaltet. Hinsichtlich der Hydrolyse des Pektinsaure-esters 
wurden wesentliche Differenzen zwischen den einzelnen Tabaksorten 
gefunden. Es vermindert sich bei der Fermentation der esterartig 
gebundene Methylalkohol beim Zigarrentabak von 9 auf 1°/ , beim 
Zigarrentabak auf 5 bis 7°/ 9) herab, das MaB des Esterzerfalls liegt fiir 
Pfeifentabak zwischen den zwei Werten. 

Nach diesen Untersuchungen wurde das Interesse auf die in dem 
Tabak in sehr erheblicher Menge vorhandenen und bisher wenig be- 
achteten Pektinsubstanzen gelenkt. Laut Andreadis ist in griechischem 
Zigarettentabak die Menge der Pektinsubstanzen 14%, es wird bei 
Fermentation ebenfalls etwa 30°, des esterartig gebundenen Methy]- 
alkohols frei gemacht, und ein Teil des Pektinmethylalkohols geht in 
die festere Atherbindung (Lignin) iiber. Gabel und Kiprianoff fanden, 
daB der Metiylalkohol in dem unfermentierten Zigarettentabak als 
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Dimethyl-, nach Fermentation als Monomethylpektinsdureester vor 
handen ist, auf diese Weise kann die Kenntnis der relativen Menge des 
Methylalkohols und der Pektinsiure bei der Beurteilung des Ablaufes 
und der Beendigung der Fermentation wertvclle Angaben liefern 
Der Gehalt an Methylalkohol cer 13 bis 20° 
haltenden russischen Tabake wurde ahnlich gefunden wie bei den durc! 


» Pektinsubstanz ent 
Neuberg und Kobel untersuchten deutschen Tabaken. 

Die Abspaltung des Methylalkchols bedingt Freilegung von 
Carboxylgruppen. Beachtet man, daB die Saiuerung beim Szegede) 
Rosen-Tabak (Zigarrentabak) am gréBten, beim Garten-Tabak (Ziga- 
rettentabak) am kleinsten ist, und der Sauerungsgrad im Kapa-Tabak 
(Pfeifentabak) zwischen die beiden Werte fallt, und vergleicht man diese 
Daten mit den durch Neuberg und Kobel festgestellten Abspaltungs 
groBen des esterartig gebundenen Methylalkchols in verschiedenen 
Tabaksorten, so darf ausgesprochen werden, dafs die bei der Fermen- 
tation wahrgenommene H-lJonenkonzentrationserhéhung auf das Zer- 
fallen der Pektinsubstanzen zuriickgefiihit werden kann. Neuberg und 
Ottenstein hatten auch bei Autolyse des aus griinen Tabakblattern 
gewonnenen Breies neben Abspaltung des Methylalkohols Erhéhung 
der H-lonenkonzentration wahrgenommen. 


Methodik. 


Es wurden die Blatter des zur Untersuchung gebrauchten ge- 
trockneten Tabakbiischels entlang der Hauptrippe so entzwei ge- 
schnitten, daB die Hauptrippe bei einer Blatthalfte blieb. Die die 
Hauptrippe enthaltenden halben Tabakblitter wurden wieder in 
Biischel gebunden und, in die Mitte des aus derselben Tabaksorte be- 
stehenden Haufens gelegt, der Fermentation unterworfen. Es wurden 
sowohl die aus dem Haufen in gewissen Zeitriumen als auch die 
nach Beendigung der Fermentation entnommenen, in den Halbbiischeln 
vorhandenen Blatter bei 40° getrocknet und in einer Mohnmiihle 
gemahlen. Das Mahlprodukt wurde durch Siebe getrieben und das 
gewonnene, feine Tabakpulver, welches in gut verschlossenen Flaschen 
aufbewahrt wurde, zu den py- und Ammoniakbestimmungen verwendet. 

Zur px-Bestimmung wurde ein Teil Tabakpulver mit 10 Teilen 
destilliertem Wasser vermengt und in der gewonnenen Suspension 
das px gleich nach dem Vermischen elektrometrisch gemessen. 

Die Ammoniakbestimmung wurde auf die in einer vorigen Mit- 
teilung (3) beschriebene Weise durchgefiihrt. 


Zusammenfassung. 


1. Die H-Ionenkonzentration des Tabaks vermindert sich wahrend 
der Trocknung und erhéht sich waihrend der Fermentation. 
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2. Das wirkliche MaB der Séiuerung kann bei der Fermentation 


unter Beriicksichtigung des wihrend der Fermentation entstandenen 


\mmoniaks beurteilt werden. 
3. Die Erhéhung der H-lonenkonzentration bei der Fermentation 


3. 
ann auf den Zerfall des Pektins bzw. auf die Abspaltung des in dem- 
selben vorhandenen esterartig gebundenen Methylalkohols zurick- 
cefiihrt werden. 
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Gehirn und Ernahrung. 


Von 
Ernst Schmitz. 


(Aus der Chemischen Abteilung des Physiologischen Instituts der Universitat 
Breslau.) 


(Eingegangen am 20. Februar 1932.) 


Die Erkenntnis, daB das Zentralnervensystem und besonders das 
Gehirn in ihrem Bestande durch mangelnde Nahrungszufuhr kaum 
beeinfluBt werden kénnen, ist alt. 


Die ersten Versuche von Chossat', die mit gleichem Erfolg wenig 
spater von Schuchardt? wiederholt wurden, ergaben, daB das Zentralnerven 
system von Tauben ein nur sehr wenig geringeres Gewicht aufweist, wenn 
man es von an Inanition gestorbenen, als wenn man es von normal 
ernihrten Tauben urspriinglich gleichen Alters und Gewichts entnimmt. 
Die Ubertragung der Versuche auf Katzen durch Bidder und Schmidt* 
ergab zunachst ein abweichendes Resultat, indem eine Abnahme von 33 
beim vereinigten Gehirn und Riickenmark festgestellt wurde. Diese Ab- 
nahme war indessen vorgetéuscht, da zum Vergleich ein wesentlich leichteres 
und jiingeres Normaltier gedient hatte, dessen Organgewichte im Verhaltnis 
der Kérpergewichte auf das Versuchstier umgerechnet waren und als 
Anfangszahlen fiir dieses gedient hatten. Die genau geplanten Versuche 
von C. Voit4 brachten denn auch bald die GewiBheit, daB auch beim Sauge- 
tier das Zentralnervensystem durch Hunger in seinem Bestande nicht 
wesentlich zu schmalern ist und daB die geringen entstehenden Verluste 
auf das Riickenmark entfallen. Die Gehirne verhungerter Katzen wogen 
nicht weniger und enthielten nicht weniger Trockensubstanz, als fiir den 
Versuchsbeginn aus dem Gehirngewicht des ganz gleichartigen Kontrol! 
tieres berechnet war. Voits Ergebnisse wurden von seinem Schiilet 
Sedlmaier® gelegentlich von Versuchen iiber das Verhalten des Skeletts im 
Hunger auf der ganzen Linie bestatigt. 


' Chossat, Mémoires présentés a l’Académie Royale des sciences de 


l'Institut de France 8, 438, 1846. 
2 Schuchardt, Diss. Marburg 1847. 


8 Bidder u. Schmidt, Die Verdauungssafte und der Stoffwechsel, 8S. 327. 


Dorpat 1852. 
4 ©. Voit, Zeitschr. f. Biol. 2, 307, 1861. 
5 4.C.Sedlmaier, ebendaselbst 37, 251, 1899. 
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DaB8 man die Unverdanderlichkeit der Gehirngewichte durch Hunger 
nicht als Stillstand auffassen darf, hatte bereits Voit! hervorgehoben und 
sich dabei auf altere Ausspriiche von Vierordt (1871) und Herrmann beziehen 
konnen. Sie erklart sich vielmehr ebenso wie der sehr verschiedengradige 
Schwund, den die einzelnen Organe im Hunger erfahren, dadurch, daB die 
tatigeren Organe auf Kosten der weniger beanspruchten und mit deren 
Substanz ernéhrt werden. Der Stoffverbrauch des Gehirns an sich muB 
in demselben MaBe héher sein als der an Sauerstoff, den z. B. Hill und 
Nabarro® auf das Acht- bis Zwélffache von dem des Verbrauchs einer gleich- 
groBen Muskelmasse schaétzen, und er kann im Hunger kaum sinken, da die 
Leistungen des Gehirns keine Einschriinkung erfahren. Bei dem Riicken- 
mark ergibt sich die Grundlage fiir eine Bestandsverminderung aus der 
Einschrankung, die seine Funktion durch die verminderte Tatigkeit der 
Extremitaten erfahrt. 

Dem Gehirn kommt danach von allen Organen in héchstem MaBe 
die Fahigkeit zu, seinen stofflichen Bedarf auf Kosten anderer Organe 
zu decken. Zwangslaufig ergab sich nun die weitere Frage, ob das 
Gehirn, das als einziges unter allen Organen im Hungerzustand seine 
Abziige aus dem Blut unvermindert aufrechterhalt, auch in Zeiten 
normaler Nahrungsversorgung eine Vorzugsstellung besitzt. Man 
suchte sie zu beantworten, indem man Tieren Nahrungsgemische ver- 
fiitterte, die in gesteigertem MaBe Substanzen enthielten, die an der 
Zusammensetzung des Gehirns beteiligt sind, und dann untersuchte, 
ob auf diesem Wege das Gehirn veranlaBt werden kann, seinen Gehalt 
an eben diesen Stoffen heraufzusetzen. Ein solches Verhalten wiirde 
natiirlich bedeuten, daB das Gehirn in der Regelung seines Bestandes 
einem Uberangebot gegeniiber viel schlechter verteidigt wire, als gegen 
den Mangel, daB es durch Zufalligkeiten der Ernaihrung oder durch 
experimentelle MaBnahmen in eine vom Normalen abweichende Richtung 
gedrangt werden kénnte. 

Mit Vorliebe hat man sich bei Versuchen zur ,,Mastung*‘ des Gehirns 
der Phosphatide bedient. Sie sind wegen ihrer Léslichkeitsverhaltnisse 
und ihres Stickstoff- und Phosphorgehaltes analytisch leicht. zu er- 
fassen und sollten nach einer friiher geltenden, jetzt wohl allgemein 
abgelehnten Vorstellung vom Darm aus ungespalten resorbiert werden. 
Nach der heutigen Auffassung erreicht man durch Verfiitterung von 
Phosphatid nur eine reichlichere Versorgung des Kérpers mit deren 
Bausteinen, was aber im gesunden Organismus auf das gleiche heraus- 
kommen diirfte. 

Die ersten Versuche fiihrte Franchini® in Salkowskis Laboratorium 
mit Handelspraparaten von Lecithin aus Eigelb durch. das vermutlich 
nicht unbstrachtliche Mengen von Kephalin enthalten haben diirfte. Von 


' C. Voit, Herrmanns Handb. d. Physiol. 6, I, 98, 1881. 
* L. Hill u. Nabarro, J. of physiol. 18, 218, 1895. 
3G. Franchini, diese Zeitschr. 6, 210, 1907. 
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sechs Hungerkaninchen erhielten drei wihrend dreier Tage je 2 g Lecithin 
und wurden 24 Stunden nach der letzten Gabe getétet. Bei den lecithin 
gefiitterten Tieren enthielten die Gehirne 3,18, 2,5 und 2,51°,, im Mitte! 
2,73%, oder 0,2546, 0,1956, 0,2466 g, im Mittel 0,2322 g Lecithin, bei dey 
Kontrollen 2,94, 3,50 und 2,44°,, im Mittel 2,96°%, gleich 0,264, 0,2s4 
0,210 g, im Mittel 0,253 g Phosphatid. Der mittlere prozentuale und 
absolute Phosphatidgehalt wurde also nach der Behandlung niedrige: 
gefunden als ohne sie. Franchini sah seine Resultate als eindeutig negativ an 


Sein Fehlschlag schien kurz darauf eine iiberraschende Erklarung 2, 
finden, als S. Frankel’ die Behauptung aufstellte, daB Lecithin gar kein 
Bestandteil des Gehirns sei, sondern hier durch ein komplizierter gebautes 
Phosphatid Sahidin vertreten werde. Auch diese Ansicht ist inzwischen 
als unrichtig erwiesen®, sie wurde aber fiir Salkowski® selber zur Ve 
anlassung, die Versuche Franchinis noch einmal aufzunehmen, und zwai 
mit Kephalin, dessen reichliches Vorhandensein unter den Phosphatiden 
des Gehirns nicht zu bezweifeln ist. 

Salkowski fiihrte seine Versuche in ahnlicher Weise durch, wie das 
Franchini getan hatte. indem er hungernden Kaninchen wahrend 4 Tagen 
je 2g Kephalin verabfolgte und dann den Phosphorgehalt der frischen 
Substanz des Gehirns mit dem an Kontrolltieren ermittelten verglich 
Auf 100 g Frischgehirn berechnet fanden sich 


bei Normaltieren. . . . . 207, 209, 223 mg Phosphor 
Kephalintieren . . . . 223, 234, 218 


Die Mittelzahlen betrugen 213 und 225 mg, ihre Differenz 12 mg. Salkowsi» 
ist geneigt, diesen kleinen Unterschied als Anzeichen einer Ablagerungs 
méglichkeit von Kephalin im Gehirn zu werten. Daran kann aber nu 
die von ihm geiibte Art der Berechnung schuld sein. Wenn man beriick 
sichtigt, daB ein Kaninchengehirn 8 bis 10g wiegt und da8 mithin die 
errechneten Zahlen und die Differenz von 12 mg sich auf elf bis zw6lf Tiere 
verteilen, so erscheint @er Ausschlag von 1 mg pro Tier doch zu gering, un 
auf ihn irgendwelche Schliisse zu griinden. 

Von anderer Seite sind denn auch Salkowskis Versuche im negativen 
Sinne gedeutet worden, so von Naito’, der nach Salkowskis Tode aus den 
gleichen Institut einen Beitrag zu dieser Frage publizierte. In seinen eigenen 
Versuchen bestrebte sich dieser Autor, die Bedingungen fiir eine Ein 
lagerung von Phosphatid im Gehirn dadurch zu verbessern, daB er an 
B-avitaminésen Tieren arbeitete, bei denen an sich eine betrachtliche 
Massenverminderung des Gehirns unter Beteiligung der Phosphatide 
stattfindet. Naito nahm an avitaminésen Tauben wahrend mehrere! 
Wochen eine ,,forcierte‘* Lecithinfiitterung vor (die Mengen werden nicht 
zahlenmaBig angegeben), mit dem Erfolg, daB der Phosphatidverlust de- 
avitaminésen Gehirns durch die Fiitterung mit Lecithin nicht kleiner wurde. 


Wahrend von den bisher genannten Autoren keiner einen positive! 
Ausschlag seiner Versuche angegeben und nur Salkowski die Méglichkeit 


! S. Frdnkel, diese Zeitschr. 24, 268, 1919. 

2 P. A. Levene u. Komatsu, J. of biol. Chem. 39, 83, 1900. 
3 E. Salkowski, diese Zeitschr. 51, 407, 1913. 

4 Naito, ebendaselbst 142, 393, 1923. 
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Gehirn und Ernahrung. 227 
oifengelassen hatte, daB vielleicht ein bescheidener Ansatz von Kephalin 
erlolgt sein kénnte, wird in zwei neueren Arbeiten iiber Erfolge der 
Lipoidfiitterung berichtet. 


Rewald' verfiitterte an Hunde neben einer reichlichen Grundnahrung 
Pansen) taglich 30 g Lecithin aus Sojabohnen, so daB von seinen Versuchs- 
tieren das eine, das 13 kg wog, waihrend 6 Monaten 5,5 kg, das andere, das 
25 kg wog, in 15 Monaten 15,5 kg Phosphatid aufnahm. Es ist das bei dem 
einen Hund nahezu die Halfte, bei dem anderen mehr als die Halfte des 
Korpergewichts und bedeutet bei der Umrechnung auf menschliche Ver- 
haltnisse etwa, daB wahrend dieser ganzen Zeit der gesamte Fettsaure- 
gehalt des Voitschen Kostmaf8es in Form von Phosphatiden gereicht worden 
ware. Dabei ist der Phosphatidgehalt der Grundnahrung noch unberiick- 
sichtigt. Als Vergleichsobjekte dienten die Organe eines normal gefiitterten 
Hundes und das Gehirn eines Schlachtrindes. Der Gesamtphosphatid- 
gehalt im Gehirn der beiden phosphatidgefiitterten Hunde war mit 6.15 
und 6,19°%,, trotz der Verschiedenheit der Versuchszeit und der auf- 
genommenen Phosphatidmengen, ein sehr ahnlicher und auch von dem des 
Rindergehirns (6,09) nicht deutlich verschieden. Der untersuchte Normal- 
hund wies allerdings die wesentlich niedrigere Zahl von 5,0°,, auf. Gemessen 
an den beiden Vergleichsobjekten wiirden sich ganz verschiedene Schliisse 
ergeben. Nach den Angaben der Literatur und nach eigenen Erfahrungen 
erstreckt sich der Prozentgehalt des Gehirns an Phosphatiden mindestens 
iiber den Bereich, der die verschiedenen Werte von Rewald enthalt. Der 
Hauptfehler von Rewalds Versuchen ist ihre geringe Zahl. Ein Normaltier, 
iiber dessen nahere Beschaffenheit nichts ausgesagt wird, geniigt als Ver- 
gleichsmaterial ebensowenig wie das artfremde Rindergehirn. Voit erwahnt, 
daB ihm bei der vergleichenden Untersuchung der Organe von elf Katzen 
die auffallendsten Unterschiede im absoluten und relativen Gewicht be- 
gegnet seien. Das ist mit den Einzelheiten der chemischen Zusammen- 
setzung nicht anders. 

Ebenso, wie seinerzeit Salkowski, ging M.Serejski? von der Anschauung 
aus, daB im Hundegehirn kein Lecithin, sondern Sahidin vorhanden sei. 
Er behandelte deshalb einen Teil seiner im ganzen 60 Versuchshunde mit 
subeutanen Injektionen oder Verfiitterung von Gehirnextrakten und verglich 
die Zusammensetzung der Gehirne, indem er kleine Hirnstiickchen von 
40 bis 60 mg Gewicht nach dem Verfahren von Gorodissky analysierte, 
einer _Kombination der fraktionierten Extraktion nach Frdnkel mit der 
Mikrolipoidbestimmung von Bang. In dem Acetonextrakt wurde das 
Cholesterin, im Petrolaitherextrakt die Gruppe der ,,ungesittigten Phos- 
phatide‘* bestimmt. Die Mittelzahlen simtlicher Bestimmungen lagen bei 
den lipoidbehandelten Tiergruppen héher als bei den normalen. Die Einzel- 
werte sind nur in Form von Kurven mitgeteilt, auf denen ihre spezielle 
Lage nicht eingezeichnet ist, so daB ihre Beurteilung nahezu unmdglich 
ist. Die Mikroanalyse kleiner Hirnpartien, deren Entnahmestelle noch 
dazu nicht naiher angegeben ist, erscheint als ungeeigneter Weg zur Fest - 
stellung von Veraénderungen in der Zusammensetzung des Gesamtgehirns, 
insbesondere, wenn man mit Gorodissky* eine chemische Differenzierung 


1 B. Rewald, diese Zeitschr. 198, 103, 1928; 208, 179, 1929. 
® M. Serejski, ebendaselbst 201, 292, 1928. 
3 Gorodissky, ebendaselbst 179, 46, 1926. 
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der einzelnen Zentren und Rindenfelder annehmen will. Serejski folger; 
indessen, daB sowohl in der weiBen wie in der grauen Substanz unter de), 
EinfluB seiner MaBnahmen eine Lipoidsteigerung eingetreten sei. De», 
beigegebenen Tabellen und Kurven ist freilich ein Beweis fiir diesen Schl. 
nicht zu entnehmen. Z.B. sind in den Kolonnen der ,,ungesittigten 

Phosphatide, die allein bestimmt wurden, die angegebenen Zahlen < 
niedrig, daB ein AnschluB an die Angaben der Literatur nicht mdéglich ist. 
Sollten sie nur den Phosphor der Phosphatide bedeuten, so kommen bei de: 
Umrechnung auf Phosphatid wieder unwahrscheinlich hohe Zahlen heraus 
Die angegebenen Normalzahlen, 0,0922°,, fiir die graue und 0,2595”, fii 
die weiBe Substanz, stehen zueinander in einem Verhaltnis von 1 : nahezu 3, 
wie es von anderen Autoren nie auch nur annéhernd gefunden worden ist. 
Bei den kurvenmaBigen Darstellungen der Einzelwerte zeigt sich, daB die 
Schwankungsbreite der Normalzahlen nach unten, aber auch nach oben 
iiber die der Fiitterungsversuche hinausgeht (Abb. 3 und 4 der Arbeit) 

Die Kurven Serejskis zeigen zur Evidenz, daB8 man auch durch Be- 
nutzung groBer Reihen von Versuchstieren den Fehler nicht geniigend aus 
schalten kann, der durch die groBe individuelle Schwankungsbreite in de1 
Konzentration der einzelnen Lipoidfraktionen entsteht. Die bei experimen. 
tellen MaBnahmen zu erwartenden Ausschlige sind klein im Verhiltnis zu 
der Streuung der einzelnen Normalwerte, die z. B. bei den ungesattigten 
Phosphatiden Serejskis von 0,14 bis 0,37°,, gehen. Von Frankel und Linnert 
ist in ihrer oben angefiihrten Arbeit der Satz aufgestellt worden. da das 
Verhaltnis zwischen Trockensubstanz, Gesamtlipoiden und deren einzelnen 
Fraktionen in der Phylogenese ein ziemlich konstantes ist. Mehr als ziemlich 
konstant ist aber dieses Verhaltnis auch innerhalb der einzelnen Arten 
augenscheinlich nicht und liefert keinen ausreichend empfindlichen MaBstal, 
bei der Vergleichung mehrerer Individuen. 

Endlich sei noch eine Angabe von J. Novi! erwaihnt, nach der es ge 
lungen sein soll, durch Injektionen von Lecithin das Zentralnervensystem 
in seinem Bestande an diesem Phosphatid um 14°, iiber den Ausgangs 
bestand zu heben. Die Arbeit enthalt leider nur wenige Angaben iiber die 
Versuchsanordnung. 


Die quantitative Lipoidanalyse des Gehirns steckt leider noch in 
ihren Anfangen. Die alteren Angaben kranken meistens daran, dal 
nur ein Extraktionsmittel verwendet wurde, wie von Koch und Mann* 
der Athylalkohol, von Smith und Mair? das Chloroform. Es ist das 
Verdienst von S. Frankel*, erkannt zu haben, daB kein Solvens imstande 
ist, bei alleiniger Verwendung die Gehirnlipoide vollstandig zu entfernen. 
Kr fihrte deshalb die aufeinanderfolgende Extraktion mit Aceton, 
Petrolather, Alkohol und Benzol ein, bei der tatsaichlich zum Schlu’ 
ein lipoidfreier Riickstand erhalten wird. Leider ist aber zuviel Gewicht 
auf die Trennung der Lipoide durch die Art der fraktionierten 
Extraktion gelegt worden und dadurch sind einerseits verschiedene 


1 IT. Novi, Arch. di farmacologia spec. 48, 347, 1930. 

2? W. Koch u. Mann, J. of physiol. 36, Proc. XXXVI, 1907/08. 
3 L. Smith u. Mair, J. of pathol. and bact. 17, 619, 1913. 

‘ Frankel, diese Zeitschr. 19, 254, 1909. 
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Irrtamer tber deren stoffliche Eigenart entstanden, andererseits die 
quantitativen Gesichtspunkte in unverdientem Mae in den Hinter- 
grund getreten. Der Vergleich des Riickstandes der verschiedenen 
Fraktionen, wie ihn Frdnkel selber und seine Schiller getibt haben, wie 
ihn ferner Pighint und andere in die Pathochemie einfihrten, mag zu 
der Konstatierung ausreichen, daBb ein Objekt sich abnorm verhalt. 
Das Extraktionsverfahren charakterisiert aber seine einzelnen Frak- 
tionen nur unzureichend und laBt ihre chemische Eigenart vollkommen 
beiseite. Phosphatide z. B. erscheinen in samtlichen Fraktionen, 
vermischt das eine Mal mit Cholesterin, das andere Mal mit Galaktosiden. 
Wenn wir cinfach die Summe dieser Stoffe zur Wagung bringen, so 
vergleichen wir Gemische miteinander, deren einzelne Bestandteile 
wahrscheinlich nach verschiedenen Gesetzen variieren. Zuverlassige 
Angaben, in welchen Grenzen der gesamte Phcsphatidgehalt des Gesamt- 
hirns und seiner einzelnen Bestandteile schwankt, sind bis heute kaum 
nachzuweisen. Rewald hat solche Bestimmungen angestellt. Aber 
man vergleiche, in wie verschiedenem Mabe sich in seinen wenigen 
Versuchen die Phosphatide auf die einzelnen Extrakte verteilen. 





Aceton Ather Alkohol 


Hund I... . 0,701 3,78 1,67 
> ae 1,525 2,37 1,11 
RR i te, ice 0,681 3,05 2.36 


Solange wir nicht iiber eine ausreichence analytische Basis ver- 
figen, um Veradnderungen der Zusammensetzung des Gehirns durch 
Vergleiche von Tier zu Tier festlegen zu k6nnen, sind sichere Schliisse 
nur von der Gegeniiberstellung von Befunden am gleichen Tier zu 
erwarten. Esergibt sich damit die Frage, ob es méglich ist, vom lebenden 
Tier Gehirnsubstanz in einer Menge und Abgrenzung zu gewinnen, 
die eine sichere analytische Festlegung der vor dem Versuch vorhandenen 
Zusammensetzung und damit eine Vergleichsméglichkeit fiir die nach 
dem Versuch vorgefundenen Verhiltnisse bietet. Die Entnahme kleiner 
Hirnstiickchen in der von Gorodissky und von Serejski geiibten Art 
kommt deshalb nicht in Betracht, weil die von verschiedenen Rinden- 
feldern entnommenen Proben in den Versuchen von Gorodissky ver- 
schiedene Analysenzahlen lieferten. Bei den nachstehenden Versuchen, 
in denen mit Lecithin gearbeitet werden sollte, kam auch die Verteilung 
der Phosphatide auf mehrere Extrakte nicht in Betracht. 


Sehr vielversprechend erschien dagegen eine vergleichende Unter- 


suchung der beiden GroBhirnhemisphéren. Von vielen Autoren sind 
Teile einer Hemisphare, eine oder beide Hemispharen als Ganzes heraus- 
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genommen worden, ohne daB die Ernahrung und tiberhaupt das kérpe; 
liche Befinden der Tiere ernstlichen Schaden litt. Die Versuche sini 
1. an Hunden, 2. Affen und 3. Katzen durchgefiihrt worden. Das 
GroBhirn bietet weiter den Vorteil, daB es schon bei kleineren Versuch s- 
tieren reichlich die fir die Durchfiihrung aller Analysen notwendigen 
Materialmengen liefert und daB es seiner Zusammensetzung nach et \: 
die Mitte zwischen der grauen und weiben Substanz halt. Bis jet/t 
haben anscheinend halbseitig operierte Tiere zu chemischen Versuchen 
noch nicht gedient. Unsere Untersuchungen muBten deshalb mit einem 
ausgedehnten Vergleich der Zusammensetzung des Lipoidkomplexes 
beider Halbkugeln beginnen. Ergab sich, daB hier Ubereinstimmuny 
besteht, so sollten einseitig operierte Tiere langere Zeit mit gréBeren 
Phosphatidmengen gefiittert und danach die Zusammensetzung de1 
zurickgelassenen Hemisphire mit der der operativ entfernten ver- 
glichen werden. 


Methodik. 


Wir fiihrten unsere eigenen Versuche an Katzen aus, nachdem Vo: 
versuche ergeben hatten, daB Kaninchen die Operation schwer iiberstehen. 
Die Untersuchungen iiber die Gleichheit beider Hemisphéren wurden 
jedoch auch an Kaninchen und Meerschweinchen durchgefiihrt. Zur Narkose 
verwendeten wir in der ersten Zeit Dial, das kiirzlich von Fulton, Liddell 
und Mac Rioch fiir Operationen am Zentralnervensystem empfohlen worden 
ist'. Wir kamen aber wieder davon ab, da verhaltnismaBig schwere Nach 
wirkungen hinterblieben, die sich in Schock- und Erregungszustiénden 
auBerten. Wir verwendeten dann Ather mit Zusatz von etwas Chloroform. 
Die Operationstechnik an sich ist von Karplus und Kreidl und von Dusser 
de Barenne* so ausfiihrlich beschrieben worden, daB sich ein naéheres Kin 
gehen darauf eriibrigt. GroBe Schwierigkeiten machten zunachst die aus. 
giebigen und schwer stillbaren Blutungen. Wir gingen deshalb dazu iiber. 
unmittelbar vor der eigentlichen Operation die Carotiden beiderseits al)- 
zubinden. Dieses Vorgehen mag bei Versuchen iiber die Ernahrung des 
Gehirns bedenklich erscheinen. Um sicher zu gehen, daB die an sich so iiber- 
reichliche Blutversorgung des Gehirns durch diesen Eingriff nicht wesentlich 
verschlechtert wird, baten wir Herrn Dr. Ledenyi im hiesigen Anatomischen 
Institut (Prof. v. Eggeling), die Kollateralen der das Gehirn der Katze 
versorgenden GefiBe einer Untersuchung zu unterziehen. Ledenyi ist 
zu dem Schlu8B gekommen’, da8 zwischen der Arteria carotis communis 
und den Vertebralarterien der Katzen ein sehr gut ausgebildetes System 
von Anastomosen besteht, so daB eine Schaidigung des Gehirns durch 
Unterbindung der Carotiden kaum zu befiirchten ist. Inzwischen ist auch 
eine Arbeit von Friedemann und Elkeles* erschienen, nach der sich beim 
Kaninchen nach Unterbindung der Carotis und Subclavia momentan ein 


! J. F. Fulton, Liddell u. Mac Rioch, J. of physiol. 70, XXIII, 1930. 
2 Dusser de Barenne, Arch. néerland. de physiol. 4, 31, 1919. 

3 J. Ledenyi, Anatomischer Anzeiger 72, 304, 1931. 

4 U. Friedemann u. Elkeles, Klin. Wochenschr. 10, 1931. 
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jollateralkreislauf herstellt. Die Blutungsgefahr war bei unseren Katzen 
immerhin deutlich herabgesetzt. Fiir ihre freundliche Hilfe bei den Opera- 
tionen bin ich den Herren Prof. Wachholder und Dr. Kiihnau zu bestem 
Dank verpflichtet. 


Nach der Operation wurden die Tiere gut zugedeckt und im durch- 
warmten Raum gehalten. Meist schon am nachsten Tage waren sie wieder 
ganz munter und nahmen fliissige Nahrung. Im Verlauf weniger Tage 
lernten sie wieder selbstandig fressen und zeigten weiterhin keinerlei Stérung 
bei der Nahrungsaufnahme und -verwertung. Das auffallendste auBere 
Zeichen des gesetzten Defektes blieb die Neigung, im Kreise zu gehen, 
die mit den anderen Symptomen, die nach einseitiger Entfernung des 
(roBhirns auftreten, von Goltz! sowie von Karplus und Kreidl? eingehend 
veschildert worden ist. 


Die Nahrung der Tiere bestand aus Milch und Pferdefleisch. Der 
Allgemeinzustand war bei allen Tieren, die die Operationsfolgen erst einmal 
iiberstanden hatten, ein dauernd guter und hatte jedenfalls bei keinem 
der Tiere bei Abbruch der Versuche Veranlassung zu Bedenken gegeben. 

Die Tétung der Tiere wurde in leichter Athernarkose durch Entbluten 
aus den Femoralarterien bewirkt, wobei auch Blut zur Analyse gesammelt 
werden konnte. Der Schadelraum wurde dann vorsichtig geéffnet und auf 
etwa zuriickgebliebene Reste der exstirpierten Hemisphare untersucht. 
Die entstandene Héhlung enthielt etwas serése Fliissigkeit. Sie wurde in 
zwei Fallen auf ihren Gesamtstickstoffgehalt untersucht, der bei Katze 
Nr. 11 zu 0,121°% = 0,75°, EiweiB, im anderen zu 0,362°%, = 2,25°, 
KiweiB gefunden wurde. Entziindungserscheinungen wurden nie angetroffen. 
An der herausgenommenen Hemisphare wurde dann die Durchtrennungs- 
stelle revidiert. In einigen Fallen erwies sich dabei eine Korrektur als 
notwendig. Die hier abgetrennten und in der Schadelhéhle noch vor- 
gefundenen Teile der operierten Hemisphare wurden zusammen extrahiert 
und die Analysenresultate denen der zugehérigen Hemisphare zugerechnet. 


Zur Wasserbestimmung wurde ein passender Querschnitt von mindestens 
0.2 g Gewicht abgetrennt und nach Erreichung der Konstanz zur Extraktion 
wieder mit der Hauptmenge vereinigt. Diese war inzwischen mit Quarzsand 
fein verrieben, unter Alkohol-Ather 3 : | aufbewahrt worden. Zur Extraktion 
wurde die Masse in die Hiilse hinein filtriert, wobei die Fliissigkeit in den 
Extraktionskolben ablief. Sie wurde aus ihm vorsichtig abgedampft und 
dann der gleiche Kolben nacheinander zu saimtlichen Extraktionen benutzt. 
Dabei wurden zuerst Ather, dann Alkohol, schlieBlich Benzol je 6 Stunden 
lang verwandt, worauf die gesamten Lipoide in ein und demselben Kolben 
vereinigt waren. Selbstversténdlich iiberzeugten wir uns jedesmal durch 
eine Kontrolle, bei der alle Lésungsmittel je 3 Stunden lang extrahierten, 
da8 der Riickstand nichts mehr abgab. Cholesterin fand sich in den Kon- 
trollen nie mehr, von Lipoidphosphor gelegentlich geringe Spuren. Der 
Riickstand wurde mit Chloroform zu 50 ccm gelést. Freie Phosphorséure 
war in diesen Endlésungen nicht in bestimmbarer Menge vorhanden. Das 
blieb auch bei monatelangem Aufbewahren der Lésungen so, so daB wir 
schlieBen diirfen, daB es nicht zu st6érenden Zersetzungen kommt. 


1 Goltz, Pfliigers Arch. 51, 570, 1892. 
2 Derselbe, ebendaselbst 76, 411, 1899; Karplus u. Kreidl, Arch. f. 
Physiol. 1914, 8. 155. 
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Von den Chloroformlésungen diente je 1ecem zur Bestimmung des 
Lipoidphosphors durch Veraschung und kolorimetrische Messung nach 
Fiske und Subbarrow. Das Ergebnis wurde durch Multiplikation mit 25 auf 
Lecithin umgerechnet. Dabei wird keine Riicksicht auf das in betrachtliche: 
Menge vorhandene Sphingomyelin genommen. Soweit aber die absolute 
Menge in Betracht kommt, entsteht durch dieses Verfahren kaum ein 
Fehler, da die Molekulargewichte von Lecithin und Sphingomyelin fast 
identisch sind. Etwa in der Lecithinfraktion eintretende prozentuale Ver. 
mehrungen wiirden allerdings in ihrem Ausma8 verringert werden. Wi: 
zogen aber diese kleine Ungenauigkeit, die unsere Resultate ja im wn- 
giinstigen Sinne beeinfluBte, dem Versuch einer Abtrennung des Sphingo 
myelins vor, der sicher zu weit gr6éBeren Verlusten gefiihrt hatte. 


Das Cholesterin bestimmten wir nach dem kolorimetrischen Ver- 
fahren von Bloor, Pelkan und Allen. Dieses ist in den Extrakten aus 
gezeichnet brauchbar, da wenig st6rende Nebenfairbungen entstehen. Wis 
kontrollierten unsere Ergebnisse verschiedentlich mit gutem Erfolg durch 
das Digitoninverfahren. 


Die Cerebroside bestimmten wir nach dem von Kimmelstiel! angegebenen 
Mikroverfahren, bei dem nach Salzséiurehydrolyse der Zucker nach det 
Methode von Hagedorn und Jensen titriert wird. Das Verfahren hat sich 
ausgezeichnet bewahrt. 


Ergebnisse. 


Voraussetzung fiir die Feststellung chemischer Veranderungen an 
einer zuriickbleibenden Hemisphare ist die urspriingliche Identitat 
beider nach Gesamtmasse und chemischer Zusammensetzung und 
das Ausbleiben pathologischer Verainderungen als Folge der Operatic 1. 
Von anderen paarigen Organen, wie den Skelettmuskeln, ist in zahl- 
reichen Untersuchungen nachgewiesen, daB sie beiderseits gleichartig 
genug konstituiert sind, um wechselseitige Schliisse zu gestatten. Am 
Gehirn hat R. May? entsprechende Untersuchungen in Angriff ge- 
nommen und nachweisen kénnen, daB bei Meerschweinchen der Gesamt- 
phosphor und Gesamtschwefel beider Hemispharen nur sehr geringe 
Differenzen aufweisen. Sie betragen fiir den Schwefel bei den absoluten 
Mengen 0,07 bis 0,25 mg, beim Phosphor 0,05 bis 0,55 mg. An der 
Hand von Bestimmungen dieser beiden Elemente hat May chemisch 
die Degenerationsvorginge verfolgt, die nach Lésung einer GreBhirn- 
partie aus ihren Verbindungen eintreten. 


Die Versuche von May machten es wahrsckeinlich, caB die tiir 
unsere Versuche notwendigen Voraussetzungen erfillt sein widen, 
konnten aber ihrerseits noch nicht als ausreichende Basis angesehen 
werden. Der Gesamtphosphor der Nervensubstanz stammt zwar sicher 


1 Kimmelstiel, Mikrochemie, Pregl-Festschrift 165, 1929. 
2 R. May, Bull. de la société de chimie biologique 9, 970, 1927; 11, 
312, 1929. 
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um groBten Teil aus Phosphatiden, zum Teil aber auch aus Nuclein- 

substanzen und Minegalstoffen. Besonders zur Vorsicht mahnen die 
schon erwahnten Angaben von Gorodissky, nach denen verschiedene 
\bschnitte der Hirnrinde des Menschen eine chemische Differenzierung 
aufweisen. die sich vor allem in einer deutlichen Topographie des Vor- 
kommens von Cholesterin, petrolather- und alkoholléslichen Phospha- 
tiden und Cerobresiden auBern soll. Ausschaltung der Funktion ge- 
wisser Rindenpaitien, so der optischen Zentren durch Vernahung der 
Lidspalte, brachten in der chemischen Zusammensetzung Umstim- 
mungen hervor, die am Gesamt- und Reststickstoff sowie an dem 
Verhaltnis beider meBbar waren’. Auch wegen der Méglichkeit von 
Veranderungen der zuriickgelassenen Hemisphare muBten deshalb 
besondere Kontrollversuche gemacht werden. Tabelle I enthalt An- 
yaben tiber das Frischgewicht sowie den Wasser- und Trockengehalt 
einer Reihe von GroBhirnhemispharen von Meerschweinchen, Kaninchen 
und Katzen, bei denen nach dem Tode das GroBhirn prapariert und 
méglichst symmetrisch durchschnitten wurde. 

Die Spalte 4 der Tabelle I zeigt, daB bei allen untersuchten Tier- 
arten das Frischgewicht, also die gesamte Masse, beider Hemispharen 
praktisch identisch ist. Nur in zwei Fallen betragt der Unterschied 1°,, 
mehrfach reicht er nahe an Null heran, und der Durchschnitt des Unter- 
schiedes liegt bei etwa 0,5°. Ks war von vornherein zu erwarten, dab 
sich bei der Bestimmung des Trockengehalts etwas groéBere Differenzen 
ergeben wiirden. Da ein groBer Teil der Bestandteile des Gehirns leicht 
schmelzbar ist, kann es zur Absperrung kleiner Partien gegen den 
entwassernden Kinflu8 kommen, und es ist bekannt, daB Wasser- 
bestimmungen am Gehirn nicht ganz dieselbe RegelmaBigkeit und 
Zuverlassigkeit besitzen wie bei anderen Organen. 

Wir bemiihten uns, durch Verwendung flacher Scheiben desGewebes 
giinstige Bedingungen fiir die vollstandige Austrocknung zu schaffen 
und konnten in einer geniigenden Anzahl von Fallen so genaue Uberein- 
stimmung der beiderseitigen Zahlen erhalten, daB kein Zweifel mehr 
daran obwalten kann, daB prinzipiell der absolute und prozentuale 
Gehalt an Wasser und Trockensubstanz in beiden Hemispharen gleich 
ist. Durch unvollstandige Trocknung der linken Hemisphare ist offen- 
sichtlich das Ergebnis in Versuch 8 bedingt, in dem die Differenz 10° 
des kleineren Wertes betragt, denn bei der nachfolgenden Bestimmung 
der Lipoide wurden diese, ebenso wie die Frischgewichte, in naher 
Ubereinstimmung gefunden. Der Wert von 26%, Trockensubstanz 
steht denn auch unter unseren gesamten Bestimmungen isoliert da, 
war aber durch weitere Trocknung nicht herabzudricken. 


1 H. Gorodissky, diese Zeitschr. 179, 46, 1926. 











\ 
I 
I 
< 
e 
€ 


K 
t 
ce 
di 
H 
f 
di 
Pp’ 
Z: 
ke 
he 
de 
el 
B 
{a 
be 
vi 
m 
M 
hi 
B 
Vi 
C 
b 
C 
B 
us 
ge 
a 
G 
h 
d 





SEU SUL y OL60'S O06 1G O1V6L tl gs9cCc 6 
0cs0'% Cg'TZ Clg PCRS I cats Sf Ste Se an 6 
% Lor = 3a 60z (898'T Po'Z OF'OL L0 TLE6L “4 
0¢90°% 20°92 86 EL SLE6L 1 a Ss Ne 4 8 
0 FET BUL §Z O16F I 9F 8% Pe'OL rel ogce’g “4 
00zE'T 96 '&% PU'9L 9EFE'9 | “ts t+ bay yey Te 
%ESl = Buy OL9¢'0) LE'G@ gL‘9L “yu Leer’z “4 
00960 06°22 OVLL PLIVS I hes Oe aoe 7 9 
Ogz¢'0 CE'0Z C96 fF OTPS'S “4 
% 82's Bu 6] 06e¢°0 62°61 TL‘O8 968% ‘I -2°** ae = ¢ 
x °0 98'F BU Bz OLLFO 1¥'0Z 6o'62 €¢ 6LEg's “4 
E 0ZoF'0 19°61 6¢°08 - 6ST (tin . t 
P~ 
3 Ogee’ 06ST OTIS £ T9LLG 4 
oj %61'o = Sumy 09Z¢'0 T6‘8T 60°18 16413 I "" * * [MN ueyouruey = ¢ 
. . ¢ CISo'T “4 
_ - - G9L0'T ‘I ; . zZ 
- — CT CEcO'T “4 
- Ocgu'T ‘I " " " [MN UreMqQosea,T | 
a %p Bur 
ZUd1A BK] zu¥)squsw9yx004 VYOFISSB MA Zuaroy tc WPL MaFYOsLy WIBIIL I, “IN 
& L 2 oe 9 pe ¢ t £ z I 





‘USPIBIOL], USUAPelyosi9A (eq UsreYydstmeyUNYygos) rep 4yeyoFzuBysqnsueyoo1], pun -1esse A, ‘VYOIMEZYost of 


234 


‘T9112 9QO.L 





saresdiinan ante a 








me 0.38 


930 


2 (Ve 


1,90 


7 


9,10 


14,4 7 


9 5568 








Gehirn und Ernahrung. 235 


Im ganzen differieren die Frischgewichte beider Hemispharen um 
0,101 bis 1,57°%, des kleineren Wertes, wobei drei der kleinsten Werte 
auf die hier aufgefiihrten Katzen entfallen. Die ‘lrockengewichte 
unterschieden sich um 8 bis 22 mg oder 0,38 bis 4,86°,, wozu die eine 
yréBere Differenz von 200 mg = 10,75°, bei Katze Nr. 3, Versuch 8 
kommt. Das Mitte] simtlicher Prozentzahlen ohne diese letzte liegt 
bei 2,27. Die Ubereinstimmung des Gewichtes beider Hemispharen 
yveht demnach mindestens soweit, wie die zweier Bestimmungen nach 
den von uns benutzten Methoden. Es erscheint deshalb méglich, auch 
die Verteilung einzelner chemischer Konstituenten auf die beiden 
Hemispharen zu vergleichen. Die geringere Ubereinstimmung der 
Trockenwerte laBt dabei allerdings in erster Linie eine Beziehung auf 
die Frischgewichte ratlich erscheinen. In Tabelle LI sind die Werte fiir 
Phosphatid, Cholesterin und Cecebrosid in absoluten und prozentualen 
Zahlen fiir die gleichen Gehirne wiedergegeben. Bei den Meerschweinchen 
konnten aus Materialmangel Cerebrosidbestimmungen nicht durch- 
gefiihrt werden. 


DaB sich die GleichmaBigkeit des Aufbaues beider GroBhirn- 
hemispharen bei den drei verwendeten Tierarten auch auf die Lipoide, 
den mengenmaBig am starksten hervortretenden Gehirnbestandteil, 
erstreckt, geht aus den Zahlen der Tabelle I] zur Evidenz hervor. 
Bei den drei Katzen sind die Unterschiede beim Gesamtphosphatid 
(als Lecithin berechnet) gleich 5, 11 und 9, im Mittel 8 mg, der Gesamt- 
bestand 330 bis 425, im Mittel 383 mg, so daB sich ein mittlerer Fehler 
von 2,08 °,, der mittleren Gesamtmenge ergibt. Die mittlere Cholesterin- 
menge betragt 173 mg, die Unterschiede zweimal nur | mg, das dritte 
Mal wurde iiberhaupt kein Unterschied gefunden. Will man hier iiber- 
haupt von einer mittleren Differenz reden, so liegt ihr Wert bei 0,38°,. 
Bei den Cerebrosiden endlich berechnet sich eine mittlere Differenz 
von 0,97 °, der mittleren Gesamtmenge von 100,2 mg. 


Die prozentualen Gehalte der frischen Substanz zeigen beim 
Cholesterin erst in der zweiten Stelle hinter dem Komma eine Differenz, 
bei den Phosphatiden liegt der Unterschied stets unter 0,2°,, bei den 
Cerebrosiden wieder in den Hundertstel-Prozenten. Ubrigens ist jede 
Bestimmung doppelt gemacht, und auch die Einzelbestimmungen 
zeigten die beste Ubereinstimmung. Bei den Prozent werten der Trocken- 
gehalte sind die Differenzen etwas gréBer, die Ubereinstimmung bleibt 
aber trotzdem eine gute. 


Das gewohnliche Niveau des Gesamtphosphatidgehalts liegt im 
GroBhirn bei allen untersuchten Tierarten um 5°, der frischen Substanz 
herum. Verschiedentlich kamen jedoch gréBere Abweichungen von 
diesem Werte vor, so bei Kaninchen Nr. 1 und Katze Nr. 21. Beim 
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Cholesterin kénnte sich vielleicht eine gewisse Artverschiedenheit 
abzeichnen, da die Werte beim Meerschweinchen um 1,5, beim Kaninchen 
um 1,7, bei der Katze mit einer Ausnahme betrachtlich iiber 2°, liegen. 
Auch in der Folge wurden bei der Katze meist héhere Werte gefunden. 
Nach Frankel und Linnert liegt das Verhaltnis der in die einzelnen 
Extrakte ihres Fraktionierungsverfahrens jibergehenden Substanz- 
mengen bei den verschiedenen Tierarten bei sehr ahnlichen Werten. 
ir den gesamten Lipoidphospher, Cholesterin und Galaktoside, welch 
letztere wir bei der Katze wieder betrachtlich héher fanden als beim 
Kaninchen, scheint das nach unseren an Zahl allerdings etwas geringen 
Untersuchungen héchstens annahernd der Fall zu sein. Fiir die hier 
geplanten Untersuchungen sind dagegen die Verhaltnisse im normalen 
TiergroBhirn eine zuverlassige Basis, da die Symmetrie der Lipoid- 
verteilung fast vollkommen ist. Es muBte indessen weiter festgestellt 
werden, ob nicht die Entfernung einer Hemisphare zu Umstimmungen 
in der anderen fiihrt, durch die die urspriingliche Situation entstellt wird. 

Im allgemeinen wird in der Folge nur noch iiber die an Katzen 
erzielten Ergebnisse berichtet, da wir uns bald entschlossen, nur an 
diesen weiterzuarbeiten, weil sie die Folgen der Operation wesentlich 
leichter tiberstehen als Kaninchen. In die Tabelle ITI sind indessen 
noch die Ergebnisse aufgenommen, die an einigen kurz nach der Operation 
eingegangenen Kaninchen erhalten wurden. 

Spalte 3 der Tabelle IIT zeigt, da® ausnahmslos bei allen Tieren 
(bei Katze Nr. 7 sind beide Hemispharen gleichzeitig entnommen) die 
bei der Operation zuriickgelassene Halbkugel schon 1 bis 2 Tage nach 
der Operation ein héheres Gewicht zeigt als die herausgenommene. 
Kine gewisse Dijferenz in dieser ‘Richtung hatten wir schon aus techni- 
schen Griinden erwartet. Bei den toten Tieren, von denen bisher die 
Rede war, konnten wir das GroBhirn vor der Halbierung heraus- 
praparieren und die Durchtrennung der Pons mit einem scharfen 
Skalpell bewirken. Bei den Operationen gelangte dagegen ein stumpfer 
Spatel zur Verwendung, der die Trennung mehr durch Quetschen als 
durch Schneiden bewirkte. Dadurch konnte die Symmetrie leiden. 
Die Trockensubstanzwerte in Spalte 4 zeigen jedoch in cestloser Uber- 
einstimmung, daB das Mehrgewicht nur durch Aufnahme von Wasser 
verursacht ist. Bei den drei Katzen Nr. 4, 5 und 6 ist der Mehrgehalt 
der zuriickgelassenen Hemisphire an Wasser gleich 2,87, 3,50 und 
3,97. Demgegeniiber unterscheiden sich die absoluten Trocken- 
gewichte nur um 120, 44 und 17 mg. Dementsprechend werden in den 
Rubriken der einzelnen Lipoide groBe Unterschiede im Prozentgehalt 
der frischen, verhaltnismaBig geringe in dem der Trockensubstanz 
gefunden. Die Unterschiede zwischen den absoluten Mengen an 
Phosphatid, Cholesterin und Cerebrosid gehen ein wenig iiber die an 
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leichzeitig entnommenen Hemispharen gefundenen hinaus, erreichen 


allerdings nur ausnahmsweise einmal 20 mg. Es ist verschiedentlich 


angenommen worden, daB die Narkcse einen Verlust des Gehirns an 
Lipoiden mit sich bringe, so von Reicher', Nerking®, Novi®, und wir 
stellten deshalb an Katze Nr.7 einen Versuch an, der entscheiden 
sollte, ob wir bei unseren Tieren anfaingliche EinbuBen durch die Narkose 
in Rechnung zu stellen hatten. Das Tier erhielt eine 1*/,stiindige 
Narkose mit Ather und wurde 2 Tage spater getétet. Wir fanden die 
Phosphatide mit Sicherheit normal, die Cholesterinwerte sind ein 
wenig niedriger als bei den Normalkatzen, und tatsachlich soll nach 
Novi gerade das Cholesterin die starksten Abnahmen zeigen. Immerhin 
sind die Unterschiede so klein, daB mit einem raschen Ausgleich ent- 
standener Verluste gerechnet werden kann. Die Trockensubstanz der 
verbleibenden Halbkugel erfihrt jedenfalls in ihrer chemischen Struktur 
durch die Operation keine irgendwie bedeutungsvolle Veranderung. 
Die Darstellung der eigentlichen Ernahrungsversuche findet sich in 
der Tabelle TV. 


Zu den Versuchen dienten sechs Katzen, die die Operation auBerlich 
gut tiberstanden hatten. Sie wurden erst dann in den Versuch ein- 
gesetzt, wenn die Wiedererreichung des Kérpergewichts, das im AnschluB 
an die Operation und ihre nachsten Folgen natiirlich merklich herab- 
gesetzt war, anzeigte, daB keine Ernahrungsschwierigkeiten mehr 
bestanden und im Gegenteil Neigung zum Stoffansatz vorhanden war. 
Dazu waren im allgemeinen 14 Tage erforderlich. Von den Tieren 
erhielten die Katzen Nr. 11, 12 und 13 taglich zu ihrer Grundnahrung 
aus Fleisch und Milch je 2 g eines sehr reinen Eilecithinpriparats, das 
uns von der Firma Béhringer-Mannheim in dankenswerter Weise zur 
Verfiigung gestellt wurde. Diese Menge ist verhaltnismaBig etwas 
kleiner als z. B. die von Rewald angegebene, erreicht aber immer noch 
in ihrem Fettsaiuregehalt das halbe Aquivalent des Voitschen Kost- 
maBes. Die Fiitterung dauerte bei Katze Nr. 11 35, bei Katze Nr. 12 
50 und bei Katze Nr. 13 52 Tage. Die Tiere hatten in der Versuchszeit 
eine Lecithinmenge aufgenommen, die ungefaihr ein Zwanzigstel ihres 
Korpergewichts betrug. 

Die drei Normaltiere, die wir 57, 67 und 43 Tage nach der Operation 
téteten, zeigten ebenso wie die kurz nach der Operation untersuchten, 
eine gréBere Masse der verbliebenen Hemisphaire. Der Unterschied 


betrug bei Nr. 8 0,827 ¢ = 12.17%, bei Nr. 9 0,927 g¢ = 11.76% und 


1 K. Reicher, Zeitschr. f. klin. Med. 68, 235. 1908. 
2 Nerking, Miinch. med. Wochenschr. 1909, S. 1475. 
3 7. Novi, Istituto di farmacologia di Bologna 7, 1, 1914. 
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Die mit * bezeichnete Hemisphére wurde bei der Operation entfernt 
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bei Nr. 10 1,72 g = 18,69°, der exstirpierten Hemisphiare. Kurze 
Zeit nach der Operation hatte der Unterschied betragen: bei Katze 
Nr. 4 0,648 g = 7,49%, bei Nr. 5 14177 g = 19,08°, und bei Nr. 6 
1,629 g = 20,04°,. GrédBenunterschiede von nahezu einem Fiinftel 
der Gesamtmasse kénnen natiirlich an sich nicht unbemerkt bleiben, 
und wir sahen haufig beim Offnen des Schidels operierter Tiere, dab 
die verbliebene Hemisphare sich in den leergewordenen Raum vor- 
gewolbt hatte. Zwischen diesen Tieren und den lange nach der Operation 
getéteten besteht aber der bedeutungsvolle Unterschied, daB sich die 
Trockensubstanz um 0,164 g = 10,19°%, (Katze Nr. 8), 35,8mg = 2,02°, 
(Katze Nr. 9) und 307 mg = 14,8°, gesteigert hatte, waihrend kurz 
nach der Operation eine Verminderung der Trockensubstanz zu kon- 
statieren war. Wahrend bei den frisch operierten Tieren der Wasser- 
gehalt um 3 bis 4% gesteigert war, war das bei den lange iiberlebenden 
nur noch in ganz geringem MaBe der Fall. Die Differenz betrug bei 
Tier Nr.8 0,81° %, bei Nr.9 1,95°,, bei Nr. 10 0,67°,. Der Phosphatid- 
gehalt und ebenso der an Cholesterin ist prozentual wenig verandert, 
die absolute Menge deutlich heraufgesetzt. Das Verhalten der Cerebroside 
1aBt keine charakteristische Verainderung erkennen, die Gesamtmengen 
sind jedenfalls nicht in dem MaBe gesteigert, wie bei Phosphatiden und 
Cholesterin. Bei der Berechnung in Prozenten des Frischgewichts 
verschwinden die Unterschiede zum grofen Teil, und auch bei den 
Prozentgehalten der Trockensubstanz gehen sie nicht merklich iiber 
1% hinaus. D.h., daB sich die zuriickgebliebene Hemisphire nach 
langerer Zeit wieder auf eine iiberaus ahnliche chemische Beschaffenheit 
einstellt, wie sie urspriinglich vor der Operation das gesamte GroBhirn 
besessen hat. Irgendein chemisches Zeichen einer krankhaften Ver- 
anderung ist nicht mehr zu bemerken. 

Damit kommen fiir die Massenzunahme des frischen und trockenen 
Organs zwei Méglichkeiten in Betracht : Entweder sind bei der Operation 
Teile der entnommenen Hemisphare zuriickgeblieben und der bei 
VersuchsabschluB entnommenen zugeschlagen worden, oder die zuriick- 
gebliebene Hemisphiare hat eine Substanzvermehrung erfahren. 

Die erste Méglichkeit vermag sicher nicht die gefundenen Zunahmen 
ihrem vollen Umfang nach zu erklaren. Es kam zwar verschiedentlich 
vor, daB die Teilung des GroBhirns bei der Operation etwas un- 
symmetrisch ausfiel, wobei die verbleibende Halfte begiinstigt wurde: 
mehrfach kamen auch bei der Ablésung von der Dura kleine Ver- 
letzungen vor, die zum Verbleiben isolierter Gewebsteile in der Schadel- 
hohle fithrten. Wir haben aber die Fehler, die in dieser Weise zustande- 
gekommen waren, nach Moéglichkeit ausgeglichen, indem wir bei der 
Sektion derartige Teilchen sammelten und die Trennungsstelle der 
Pons regulierten. Das auf diese Weise gesammelte Material erreichte 
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in einem Falle, bei Katze Nr. 10, das Gewicht von 1,18 g. Bei Tier Nr. | 
fanden wir 0,3686 g, bei Nr. 11 0,2460 g, bei Nr. 12 0.4175 g, bei de: 
anderen nichts. Diese Reste wurden getrennt analysiert und die E; 
gebnisse denen der Hauptbestimmungen zugerechnet. Die Teile hatter 
einen Wassergehalt zwischen 81 und 83%, und entsprechend etwas 
niedrigere Lipoidgehalte, wie der Hauptteil des Organs. Wir habe: 
die Gesamtmengen des frischen und Trockengehalts sowie der Lipoid 
fraktionen zu den Hauptmengen addiert, dagegen auf eine Einrechnung 
in die Prozentgehalte verzichtet, die nur eine geringe Veranderung 
erfahren hatten. Nach Vornahme dieser Korrektur ist eine etwaige 
Asymmetrie der Teilung weitgehend ausgeglichen. 


Zu der anderen Eventualitét, der Auffassung der Substanz 
vermehrung als Anwuchs, auf Grund des vorliegenden kleinen Materials 
definitiv Stellung zu nehmen, erscheint einigermaBen schwierig. Sie 
béte an sich nichts Befremdliches. Die Regenerationsfihigkeit des 
peripheren Nerven darf wohl als erwiesen gelten, und auch fiir das 
Zentralnervensystem liegen Erfahrungen vor!, nach denen auf morph: 
logischem Wege wenigstens Ansitze zur Regeneration sichtbar werden 
und beim Fehlen einzelner Teile ein Hypertrophieren anderer? wahr. 
genommen werden kann. Das Vorhandensein der umfangreichen, bei 
der Operation geschaffenen Héhlung im Schadel und vielleicht auch 
die Ubernahme gewisser Funktionen der entfernten durch die belassene 
Hemisphare kénuten vielleicht den Anreiz zur Hypertrophie abgeben 
Aus den chemischen Analysen allein ohne histologische Kontrolle 
die in den geschilderten Versuchen nicht ‘méglich gewesen wire — das 
Vorliegen von Regenerationserscheinungen folgern zu wollen, erscheint 
freilich vermessen. Solche waren eine giinstige, aber keine notwendige 
Bedingung fiir die hier studierten Ernahrungsvorginge. Es geniigt. 
daB wir degenerative Verinderungen nach dem chemischen Befund 
ausschlieBen und annehmen kénnen, da8 wir es mit normalen und gut 
versorgten Gehirnen zu tun gehabt haben. 

May hat in seinen oben angefiihrten Arbeiten als erstes und 


charakteristisches Zeichen der Degeneration eines aus seinen Ver- 
. oe ~ . . ha . 
bindungen gelésten GroBhirnteils den Ubergang eines bedeutenden 


Anteils der organisch gebundenen in mineralische Phosphorsaure 


gesehen. Die drei ersten Versuche der Tabelle IV zeigen die entgegen- 
gesetzte Erscheinung, namlich eine Vermehrung der absoluten und 
eine Erhaltung der prozentualen Menge der in Gestalt von Phosphatiden 
vorhandenen Phosphorsiure. 


' H. Spatz, Zentralbl. f. d. ges. Neurologie u. Psychiatrie 57, 386. 1931 
2 G. Anton, ebendaselbst 57, 395, 1931. 
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Bei den phosphatidgefiitterten Katzen lag der Gewichtstiberschub 
der postmortal entnommenen gegentiber der exstirpierten Hemisphare 
in der gleichen GréBenordnung, wie bei den normal gefiitterten Tieren. 
kr betrug bei Katze Nr. 11 0,873 g = 12,54°, der kleineren Hemisphare, 
bei Nr. 12 1,066 g = 13,52°, und bei Katze Nr. 13 0,981 g = 11.97%. 
Die Trockensubstanz wurde um 160, 36 und 397 mg gesteigert gefunden 
vegeniiber Zunahmen von 240, 288 und 84mg bei den Kontrollen. 
\uch die prozentuale Verainderung der Trockensubstanz ist mit — 0,38, 
+ 0.72 und ~1,46°%, ahnlich wie bei diesen. 

Der wichtigste Vergleichspunkt sind die Phosphatide. Die Ver- 
inderung betrug 

bei den Kontrollen. . rae gi a . + 42, + 27, 69 mg 
Phosphatidtieren. . . . . . + 38, + 40, 34 

Wollte man aus diesen Zahlen einen Unterschied im Verhalten 
beider Gruppen herauslesen, so miiBte er eher zuungunsten der Phos- 
phatidtiere ausfallen. Prozentual haben die Phosphatide bei Katze 
Nr. 11 sowohl in der frischen, wie in der Trockensubstanz eine deutliche 
Abnahme erfahren, bei den beiden anderen Tieren sind die Abnahmen 
klein, wie bei den Kontrollitieren. 

In sehr geringem Mabe werden augenscheinlich die Cerebroside in 
die sich abspielenden Vorgange hineingezogen. Nur bei Katze Nr. 11 
findet sich eine Abnahme um 5mg, wie iibrigens auch bei einem 
Normaltier. 

Eigenartig ist dagegen das Verhalten des Cholesterins, das bei den 
Kontrolltieren erhebliche Zunahmen, bei den phosphatidgefiitterten 
dagegen ausnahmlos Abnahmen erfahren hat. Sie machen bei den 
Gesamtmengen 10,23 und 5 mg aus und sind auch in den Prozentzahlen 
sehr deutlich erkennbar. Dieses Verhalten steht anscheinend in Wider- 
spruch mit der Erfahrung von Klemperer und Umber', daB gerade der 
Cholesterinbestand des Gehirns selbst nach langdauernden Lipaimien 
ganz unverdndert bleibt. Kleine Unterschiede, wie sie in den vor- 
liegenden Versuchen zutage treten, konnten aber bei dem von Klemperer 
und Umber geiibten Verfahren — vergleichender Analyse von normalen 
und pathologischen Gehirnen in sehr geringer Anzahl — nicht gefunden 
werden. Die in den verschiedenen Versuchen gefundenen Cholesterin- 
abnahmen sind klein, aber augenscheinlich regelmaBig, und es erscheint 
nicht ausgeschlossen, daB sie durch die langdauernde Lecithinbehandlung 
hervorgerufen sind. 

In seinen umfangreichen Untersuchungen tiber den Antagonismus 
der Lipoide und seine Folgen fiir die Zelle (1) hat R. Degkwitz fest- 


1 G. Klemperer u. Umber, Zeitschr. f. klin. Med. 65, 350, 1908. 
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gestellt, daB Einzellipoide bei Verfiitterung in den Zellstoffwechse| 
eingreifen und den Wasser-, Sadure- und Basenhaushalt beeinflusse; 
Es erscheint durchaus méglich, daB sich soleche Wirkungen auch au! 
die organischen Zellbausteine, speziell auf die anderen Lipoide er 
strecken. Verfiitterung der Gesamtlipoide des Gehirns, wie sie Serejsk; 
vorgenommen hat, wiirden voraussichtlich solche schadlichen Wirkungen 
vermeiden lassen. Wenn hier von sol¢hen Versuchen zuniachst ab. 
gesehen und reine Lecithinfiitterung gewihlt wurde, so geschah das 
in der Erwartung, daB ein Vordringen des Lecithins im Gehirn sich jn 
einer Verschiebung des Verhaltnisses Phosphatid : Cholesterin bemerkbar 
machen wiirde. Dieses Verhaltnis ist bei den drei Kontrollkatzen im 
Verlauf des Versuchs nicht wesentlich verindert worden und betrug 


bei Katze Nr. 8 vor dem Versuch 2,25, nach dem Versuch 2,25 


as - ve >) ee ‘ os 2,35 
10 ss oe ‘ 1,94, ,, ~ - 2,13 


ist also zweimal ganz unverandert geblieben, einmal deutlich gesteigert. 
Rechnet man die entsprechenden Zahlen fiir die Phosphatidtiere aus, 
so ergibt sich 
bei Katze Nr. 11 vor dem Versuch 3,16, nach dem Versuch 3,22 
mm ; - 7 | ee - a 2,58 
13, o - 2,15, + os o” 2,44 


also in zwei Fallen eine sehr betrachtliche Steigerung. Wahrend diese 
aber bei dem Kontrolltier Nr. 10 durch eine besonders starke Phosphatid- 
vermehrung zustandekommt, ist sie bei den Phosphatidtieren nur auf 
die Cholesterinabnahme zuriickzufiihren. Das Phosphatid-Cholesterin- 
verhaltnis, das sowieso die Unterschiede in eine kleinere GroBenordnung 
verlegt, leistet also fiir die Beurteilung der vorliegenden Versuche 
nicht viel. Dafiir sprechen aber die absoluten und prozentualen Analysen- 
zahlen mit solcher Deutlichkeit gegen eine bevorzugte Einlagerung der 
reichlicher angebotenen Phosphatide im Gehirn, daB diese Annahme 
wohl nicht linger wird vertreten werden kénnen. 

Als MaBstab fiir den Grad der individuellen Schwankungen wurde 
noch das gegenseitige Verhaltnis der drei Lipoidfraktionen berechnet, 
wobei die am sparlichsten vertretenen Cerebroside gleich 100 gesetzt 
wurden. 

Von Frankel und Linnert ist das gegenseitige Verhaltnis ihrer 
Fraktionen (Aceton-, Petrolather-, Alkoholextrakt) in der phylogeneti- 
schen Reihe ziemlich konstant gefunden worden. Fiir die isolierten 
Fraktionen des Cholesterins, der Cerebroside und Phosphatide wurde 
eine mittlere Verteilung von 1,83 Teilen Cholesterin und 400 Teilen 
Phosphatid auf 100 Teile Cerebrosid gefunden. Die Einzelwerte weichen 
aber von diesem Mittel ziemlich weit auseinander, selbst wenn man 
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Tabelle V. 


Gegenseitiges Verhaltnis der Lipoidfraktionen im GroBShirn. 





Tier Cerebrosid : Cholesterin : Phosphatid Cholesterin - Phosphatid 


Kaninchen Nr. 1. 1:28 :6,4 1: 2,28 

2. 1:1,77: 5,63 1:3,18 

ms 1 : 2,37 : 7,38 1:3,11 

4. 1:2,12:6,14 1: 2,89 

Ps 1:2,09:4,78 1: 2,39 

Katze Nr. 1. 1 : 2,04 : 4,07 1: 1,99 

2 1:1,96:4.13 1: 2,10 

go © 1: 1,32 : 3,79 1 : 2,87 

4. 1: 1,71: 3,78 1: 2,21 

- 1 : 2,37 : 4,43 1: 1,87 

 * 1: 2,38 : 6,49 1:23.72 

a — 2 1: 1,69: 5,02 1 : 2,97 

ap 1:1,70:3,91 1 : 2,30 

. 1: 1,86: 4,34 1:2,33 

10. 1:2,18:4,44 1: 2,03 

oa. 1: 1,06: 3,45 1: 3,25 

+ aes 1: 1,95 : 4,57 1: 2,34 

i ike 1:1,63 : 3,71 1: 2.27 

Mittel far Katzen . 1: 1,83 : 4,00 1 : 2,37 
+ 0,50 


von einigen extremen Fallen, wie dem niedrigen Cholestetinwert bei 
Nr. 1] absieht. Etwas geringer sind die Schwankungen im Verhaltnis 
des Cholesterins zu den Gesamtphosphatiden. Die gréBeren Exkursionen 
der erstgenannten Quotienten kommen mithin vor allem durch das 
Verhalten der Cerebroside zustande. Von diesen ist schon aus den 
Untersuchungen von Smith und Mair an jungen Hunden und Menschen! 
bekannt geworden, daB sie bei der Entwicklung des Nervensystems als 
letzte der Lipoide emgelagert werden und erst im fertig ausgebildeten 
Zustande ihre maximale Konzentration aufweisen, wahrend das bei 
den Phosphatiden viel friiher der Fall ist. Wahrscheinlich sind es also 
Altersunterschiede, die in den vorliegenden Tabellen die betrachtlichen 
Abweichungen verursacht haben. Diese Frage miiBte in besonderen 
Versuchsreihen klargestellt werden. Dazu wire es allerdings wiinschens- 
wert, eine Méglichkeit zur Herauslésung des Sphingomyelins aus dem 
Komplex der Phosphatide und eine Auflésung der in allen Lipoidanalysen 
des Gehirns verbleibenden Gruppe der ,,sonstigen Lipoide herbei- 
zufiihren. 

Fiir die Bereitstellung der Mittel fiir die vorliegenden Untersuchungen 


bin ich der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft zu groBem Dank 
verpflichtet. 


1 L. Smith u. Mair, J. of pathol. and bacteriol. 17, Proc. 123, 418, 1912. 











Weiteres iiber biochemische Leistungen des Termobakterium 
mobile Lindner. 


Von 


Carl Neuberg und Maria Kobel. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem. 


Vor kurzem! haben wir folgendes mitgeteilt: Das Termobakterium 
mobile Lindner, das gema den Feststellungen seines Entdeckers und 
denen von Kluyver (ganz wie Hefe) Zucker nach der Gleichung de; 
ersten Vergaérungsform zu zerlegen vermag, besitzt die Fahigkeit 211) 
Phosphorylierung und Dephosphorylierung. Es enthalt auch Carbox) 
lase. Als Zwischenprodukt der alkoholischen Zuckerspaltung fanden 
wir Acetaldehyd, der mit Hilfe von Calciumsulfit abgefangen wurde 
Ob mit diesem Erreger auch Anhaiufung von Methylglyoxal erzielt 
werden kann oder ob die Stufe des Ketonaldehyds wie bei Pilzen 
vom Typus der Aspergillen und Penicillien nicht gefaBt wird, ist noch 
unentschieden. 

Im nachstehenden berichten wir dariiber, daB in diesem Bakterium 
Ketonaldehydmutase ebenfalls zugegen ist. Methylglyoxal wie Phenyl 
glyoxal werden von der Mikrobe oxydoreduktiv in die entsprechenden 
a-Oxysduren umgewandelt. Der lebende Erreger dismutiert beide 
Ketonaldehyde nahezu quantitativ. 

Isoliert wurden im Falle des Methylglyoxals 87°, der theoretisch 
méglichen Menge an d(—)-Milchséure, im Falle des Phenylglyoxals 
86°, d(—)-Mandelséiure. Die Oxyséuren wurden im analysenreinen 
Zustande gewonnen und bestanden zu 100° aus der erwahnten optisch 
aktiven Form. Die Substrate werden vollstindig umgesetzt?. Da die 
Isolierungsmethoden nicht vollkommen sind, kann man sagen, dab 
die Dismutation zu praktisch 100°, abgelaufen und in gdnzlich asym 
metrischem Sinne vollzogen ist. 

Beziiglich der Ziichtung der Bakterien sei auf unsere friihere Mit 
teilung (I. c.) verwiesen. 


' C. Neuberg u. M. Kobel, diese Zeitschr. 248, 451, 1931. 

2 Die Gelegenheit sei zur folgenden Bemerkung benutzt. Nach Be 
stimmungen von C. Neuberg u. E. Hofmann betraigt die Verbrennungs- 
wirme des wasserfreien Methylglyoxals 345,7 kcal, seine Lésungs- und 
Hydrationswirme +10,3kcal. Bei der Dismutation zu Milchséure werden 
11,3 kcal frei. Hierauf wird anderenorts Bezug genommen. 
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a) Dismutation von Methylelyoxal. 
Ansdtze. 

1. 40 g frische Bakterien!, 
200 cem Wasser, 
100, =: 1% ige Methylglyoxal-hydratlésung, 
10 g Calciumcarbonat, 
mit Wasser auf 500 ccm aufgefiillt. 

2,5 g Calciumcarbonat, 

25 ccm 1%ige Methylglyoxal-hydratlésung, 
100, ~—- Wasser. 

3. 20 g frische Bakterien | 
150 ccm Wasser 
dazu nach dem Abkihlen 50 ccm 1°, ige Methylglyoxal-hydrat- 

losung, 
5 g Calciumcarbonat, 
mit Wasser auf 250 ccm aufgefiillt. 

Alle mit lebenden Bakterien ausgefiihrten Versuche wurden selbst- 
verstandlich unter sterilen Bedingungen angestellt. 

Nach 1'/,Tagen war in Versuch 1 das gesamte Methylglyoxal 
verschwunden, wahrend in Versuch 2 der Methylglyoxal-gehalt nur 
um 11/,% gegen den urspriinglichen Wert, und in Versuch 3 um 14,2% 
abgenommen hatte. 

Die Ermittlung des Methylglyoxals erfolgte in einem aliquoten 
Teil nach EnteiweiBung mittels Trichloressigsiure durch Fallung mit 
salzsaurem 2, 4-Di-nitrophenylhydrazin und Wagung des getrockneten 
Bishydrazons 2. 

Die Isolierung der in Versuch 1 gebildeten Milchsiure geschah 
auf die von uns éftér angewendete Art. Nach Zentrifugieren des Re- 
aktionsgemisches wurden 430 ccm des Klaren Zentrifugats (— 86°, 
des gesamten Versuchsgemisches) im Faust-Heimschen Verdunstungs- 
kasten auf 30 ccm eingeengt, mit Phosphorsiure angesiuert, kongo- 
sauer auf dem Wasserbad zum Sirup konzentriert, mit frisch gegliihtem 
Natriumsulfat verrieben und im Soxhilet-Apparat mit Ather extrahiert. 
Nach Verdampfen des Athers wurde die Milchsaéure nach Reinigung 
ihrer Lésung mittels Bleicarbonat als Zinklactat abgeschieden. 

Ertrag 1,16 g (C,;H;O,). Zn + 2 H,O, entsprechend 0,7473 g Milch- 
siure. Da in dem aufgearbeiteten Anteil 0,86 g Milchsiure hatten 
entstanden sein kénnen, so betrug die Ausbeute 87°, der Theorie. 

Zur Analyse und Drehungsbestimmung wurde das Salz einmal 
aus Wasser umkristallisiert. 


bo 


1 Stunde unter RiickfluB gekocht ; 


' Dieselben enthielten stets rund 20°/, Trockensubstanz. 
2 Das Verfahren ist quantitativ, wie EZ. Simon u. C. Newberg. diese 
Zeitschr. 232, 479, 1931, gezeigt haben. 
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Kine 2,5°,ige Lésung des Zink-lactats, in der 0,2871 g wasser- 
haltiges Zink-lactat zugegen waren, drehte im 2-dem-Rohr + 0,42°: 
[a]p = + 8,4°. 

0,1497 g lufttrockenes Salz gaben bei 105° 0,0194g Wasser al 
und lieferten nach dem Vergliihen 0,0438 g ZnO. 

(C,;H;0,).Zn + 2H,O. Ber.: H,O = 12,89%, ZnO = 29,11°,: 

gef.: H,O = 12,96%, ZnO = 29,26%. 


b) Dismutation von Phenylglyoxal. 

a) 60g frische, feuchte Bakterien wurden mit 10 g Calciumcarbonat 
und 1g Phenylglyoxal-hydrat mit Wasser auf 1000 ccm aufgefiillt. 
Zur Aufarbeitung schritten wir nach 2 Tagen, als der gesamte Keton- 
aldehyd verschwunden war. Das Reaktionsgemisch wurde zentrifugiert. 
800 ccm des klaren Zentrifugats = 80°, des Gesamtansatzes, wurden 
am Wasserbad auf etwa 30 ccm eingedampft. Sodann wurden die 
Calciumionen durch Zugabe von  konzentrierter Kaliumcarbonat- 
lésung entfernt und durch Zusatz von 3 Teilen siedenden Alkohols 
zu der heiBen Lésung Verunreinigungen ausgefallt. Der Niederschlag 
wurde abzentrifugiert und viermal mit heiBem, 75°,igem Alkohol 
gewaschen. Nach Filtrieren und Verjagen des Alkohols wurde der 
Riickstand in Wasser aufgenommen, mit Schwefelsiure angesauert, 
filtriert und siebenmal ausgeaithert. Der Atherextrakt wurde iiber 
frisch gegliihtem Natriumsulfat entwassert. Nach Vertreibung des 
Athers kristallisierte die Mandelsaure aus. 

Gef.: 0,686 g: ber.: 0,800 g. 
Der Ertrag belief sich also auf 86°, der Theorie. 

Der Schmelzpunkt des aus Benzol umkristallisierten Produkts 
lag bei 131 bis 132°. Eine 2,45°,ige Lésung drehte im 2-dem-Rohr 
— 7,489; [a], = — 152,79. 

B) Aus einem Versuchsgemisch, das 20g T'rockenbakterien, 10 g Cal- 
ciumcarbonat und 1 g Phenylglyoxal-hydrat in 1000 cem enthielt, ver- 
schwand der Ketonaldehyd in Gegenwart von 1 °% Toluol ebenfalls inner- 
halb zweier Tage. Die in gleicher Weise vorgenommene Aufarbeitung 
lieferte in einer Ausbeute von 59° der Theorie kristallisierte Mandel- 
siure vom Schmelzpunkt 128 bis 129°. [a], = — 127,8° (¢ = 2,45). 
Sie verbrauchte bei der Titration die berechnete Menge n/10 Lauge. 


Berichtigung. 
In der Mitteilung von Frankel, Geréb und Simke, diese Zeitschr. 
245, 45, 1932, muB die Uberschrift in Tabelle I heiBen: 








Diastasegehalt im Urin Diastasegehalt im Urin 
statt 


> norm. <. normal normal normal 
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